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1. Resumo

Ha duas populacdes invasoras da ra Xenopus laevis em Portugal, nas ribeiras da Laje e de
Barcarena, em Oeiras. Aparentemente essas duas populagdes estdo isoladas entre si. Estudou-se a
documentada diferenga de tamanhos das rés entre as duas ribeiras, usando a esqueletocronologia
para avaliar a estrutura etaria, longevidade e crescimento delas. A populacdo da rib? da Laje esta
envelhecida, pois as rds apresentam maiores valores de tamanho corporal, idade e maturacédo
sexual mais tardia nas fémeas. Na rib? de Barcarena ha uma estrutura etaria jovem, com valores
menores de tamanho e idade. Isto sugere que a rib?® Barcarena pode ter boas condigdes de
reproducédo, mas piores condicdes de sobrevivéncia de adultos, ao contrario da rib® Laje. Aqui a
estrutura etaria esta envelhecida, porventura em resultado da anterior campanha de erradicagédo
de ras. Porém, tais resultados também poderdo ser justificaveis em face das diferencas nas

condi¢des ambientais vigentes nas ribeiras.

Palavras-chave: Xenopus laevis, esqueletocronologia, crescimento, estrutura etéria,
longevidade.



Age structure and growth of invasive populations of the frog

Xenopus laevis in Portugal: a skeletochronological approach

2. Abstract

There are two populations of Xenopus laevis in Portugal, living in two streams, Laje and
Barcarena, located in Oeiras, Portugal. Previous studies have found differences in the size of
individuals of both populations. The present work intends to analyze this size difference
through the analysis of the age structure, longevity and the growth of these animals, using
skeletochronology. Laje’s is characterized by an aged population with higher values of
individual length, age and longevity. Barcarena’s depicted a younger age structure with lower
values of individual length, age and longevity. These results suggest that Barcarena may have
better conditions for reproduction, but worse conditions for adult survival, while the opposite
may happen in Laje. The environmental differences could explain these results, but the aged
population of Laje may also be a result of the eradication program. We suggest different

approaches for the continuation of the eradication program.

Key-words: Xenopus laevis, skeletochronology, growth, age structure, longevity.
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3. Introducéo

Os anfibios enquanto seres poiquilotérmicos, dependem bastante das condigdes
ambientais, seja para se alimentarem, crescerem, sobreviverem, acumularem energia e para se
reproduzirem (Peters 1964). Entre os fatores ambientais que influenciam as caracteristicas vitais
destes animais predominam as varia¢fes sazonais na temperatura e na disponibilidade de agua.
Estas podem por sua vez afetar a disponibilidade de alimento, qualidade do habitat para
reproducdo e sobrevivéncia da descendéncia (lturra-Cid et al. 2010). A temperatura do
ambiente afeta em especial a expressdo das caracteristicas de vida dos seres poiquilotérmicos
(Morrison et al. 2004; Liao et al. 2011), interagindo com um grande numero de variaveis
bioldgicas e taxas fisioldgicas, incluindo os padrdes de crescimento (Smith-Gill and Keith
1979; Berven 1982).

Dentro da éarea de distribuicdo geografica de uma espécie, eventualmente ocorrem
diferengas nos pardmetros de vida entre as varias populacdes locais, uma vez que cada uma
destas € afetada por diferentes fatores como a temperatura, recursos tréficos, competicédo intra e
interespecificas e interacBes predador-presa. O crescimento nos anfibios esta relacionado com a
idade de maturacdo, reproducdo, fecundidade, longevidade, tamanho dos ovos entre outras
caracteristicas de vida (Hemelaar 1988; Smirina 1994; Miaud and Juha 2001; Navas 2006). A
variacdo interpopulacional na taxa de crescimento, tamanho corporal e idade de maturacédo
afetam por sua vez a fecundidade dos adultos, designadamente no nimero e tamanho dos ovos e
comprovam a influéncia das pressdes seletivas impostas pelo ambiente na fisiologia dos
anfibios (Iturra-Cid et al. 2010).

E sabido que os anfibios, especialmente os anuros, sd0 um bom exemplo de seres que
desenvolveram um ciclo de vida bastante complexo apresentando a ocorréncia de um periodo
inicial que corresponde ao estadio larvar, seguindo-se apds a metamorfose o estadio adulto
(Crespi and Denver 2005). Neste grupo de animais o crescimento dos juvenis metamorfoseados e
dos adultos € anual e ciclico, com alternancia entre periodos de crescimento relativamente
rapidos e outros relativamente lentos. Este crescimento ciclico expressa-se na produgdo de
marcas de crescimento nos 0ssos, fornecendo um padrdo anual de informacgdo que permite a
determinacédo precisa da idade (Smirina 1994). A periodicidade do crescimento 0sseo aparece,
nas preparagdes sobre l&mina de vidro, como zonas visiveis menos densas (associadas aos

periodos de crescimento rapido) e zonas mais finas e densas denominadas por annuli (Halliday
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and Verrel 1988), ou LAGs (Lines of arrested growth), neste caso estdo associadas aos periodos
de diminuicdo da taxa de crescimento. Em termos gerais € assumido que os anfibios e répteis
apresentam um crescimento indeterminado, pelo que o tamanho corporal e a idade do individuo
estdo positivamente relacionados até a maturacao sexual (Halliday and Verrel 1988), ap6s a qual
esta correlacdo poderd estar totalmente ausente (Wake and Castanet 1995). Nas zonas
temperadas, com estacfes do ano contrastantes e bem marcadas, a sazonalidade climatica tem
um grande efeito nas atividades fisiolégicas dos anfibios. Estas alteracGes sazonais afetam o
crescimento dos 0ssos, definindo um periodo de crescimento ativo durante a época mais quente,
a que se segue um crescimento reduzido durante a época mais fria, levando a formacéo de linhas
ciclicas nos tecidos 6sseos (Halliday and Verrel 1988). Este fendmeno ja foi amiude comprovado
noutras espécies de climas temperados (Tsiora and Kyriakopoulou-Sklavounou 2002; Gibbons
and McCarthy 1983).

Em termos gréaficos as curvas de crescimento dos anfibios apresentam tipicamente uma
forma sinusoidal. Nesta, a passagem de uma fase de crescimento rapido para uma fase posterior
assintotica deve-se a uma alocacdo de energia diferencial entre o crescimento e a reproducdo,
correspondendo esta assim & maturacdo sexual e ao inicio da reproducdo (Measey 2001). Apesar
da analise da distribuicdo da frequéncia de tamanhos poder ser utilizada para prever a idade dos
individuos, esta abordagem apenas ¢ viavel até a idade de maturacdo (Uziim 2009). Uma vez
atingido este ponto é dificil incluir os individuos em grupos de idades de forma fidvel, pois o
crescimento comeca a ser muito lento devido a transferéncia de energia de crescimento somatico
para a reproducdo (Halliday and Verrel 1988). Assim, a idade dos individuos adultos ndo pode
ser baseada no tamanho corporal ou massa, uma vez que o primeiro parametro pode ser bastante
afetado por fatores ambientais e predisposicdo genética (Rozenblut and Ogielska 2005).

Neste intuito a esqueletocronologia constitui uma das técnicas laboratoriais mais
utilizadas para a atribuicdo de idades individuais em vertebrados. Esta técnica histoldgica é
considerada relativamente robusta na determinacdo da idade, tanto em répteis como em anfibios,
nos quais o crescimento anual é ciclico. Assim a esqueletocronologia € aplicada ha mais de 20
anos para avaliar a idade e crescimento em anfibios (Castanet and Smirina 1990; Matthews and
Miaud 2007), tanto de climas temperados (Hemelaar 1988; Kyriakopoulou-Sklavounou et al.
2008; Guarino and Erismis 2008; Liao and Lu 2010), subtropicais (Morrison et al. 2004), como

tropicais (Khonsue et al. 2000; Liao et al. 2011). Em concreto esta técnica baseia-se na contagem
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de LAGs marcadas em sec¢Oes de 0ssos longos (Halliday and Verrel 1988; Castanet and Smirina
1990), a qual permite estimar a idade dos individuos, a idade de maturacdo dos mesmos e a
respetiva longevidade. Fornece assim informagéo sobre as populagdes de anuros de um modo
mais rapido do que a metodologia de captura-recaptura (Halliday and Verrel 1988). De facto, o
periodo de crescimento aparece registado nos 0ssos como constituindo uma camada menos densa
de osso periosteal, enquanto que o periodo de hibernacdo aparece como uma camada
hematoxilinofilica, fina e densa, chamada de periodo de descanso ou LAG. Tal marca um ano de
crescimento para anfibios que vivem em locais com ciclos climéticos previsiveis, aqueles onde
alternam entre tempo quente e frio, ou humido e seco (Halliday and Verrel 1988). Assim, €
possivel determinar por quantos invernos (ou épocas criticas) um individuo passou, através da
contagem das suas LAGs (Mao et al. 2012) (Fig.1).

2 LAGs

~ JaLAGs

Figura 1. Esquematizacdo da representacdo de deposicdo de LAGS em
seccOes longitudinais de ossos longos de anuros apds o 1°, 2° e 4° inverno,
mostrando que a zona central do osso (diafise) é a ideal para a observacdo do
maior numero de LAGs possiveis. Esquema de Rozenblut and Ogielska
(2005), e adaptado ao presente estudo pelo ilustrador Pedro Alves.
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Este método esqueletocronoldgico poderia implicar o sacrificio de um grande nimero de
individuos (Measey 2001). Para evitar causar danos nas populacdes naturais frequentemente (ou
sempre que possivel) usa-se uma falange. Deste modo basta a remog&o de um Unico dedo, o que
permite a posterior libertacdo dos animais, sem comprometer a sua sobrevivéncia (Measey
2001). N&o obstante, a técnica apresenta algumas dificuldades, as quais se prendem com o
fendmeno da reabsorcdo do 0sso periosteal nos 0ssos longos. Este processo comega na camada
6ssea mais interna (membrana endosteal) dos 0ssos, e leva ao aumento da cavidade medular a
medida que o individuo cresce. O processo acaba por destruir uma ou mais linhas de crescimento
(Guarino et al. 1995), podendo enviesar a sua contagem e a consequente atribuicdo de idades
(Kyriakopoulou-Sklavounou et al. 2008). A ocorréncia desta reabsor¢do também podera ser
verificada pela presenca ou auséncia da linha de Kastschenko. Esta linha que corresponde a
interface entre 0 0sso endosteal e periosteal foi inicialmente descrita por Kastschenko em 1881
(Rozenblut and Ogielska, 2005) O enviesamento causado pela reabsorcdo de LAGs pode ser
diminuido através da analise do didmetro de cada linha de crescimento em animais de idade
conhecida, o que permite calcular quantas LAGs poderéo ter sido reabsorvidas em animais com
uma grande cavidade medular ou camada de osso endosteal (Kyriakopoulou-Sklavounou et al.
2008). Outra dificuldade de interpretacdo resulta de também poderem ocorrer falsas LAGs
(Smirina 1994), em resultado de condic¢des intrasazonais de paragem de crescimento (Crivelli et

al. 2002), ou até a deposi¢do de LAGs duplas anuais (Measey 2001) .

A determinacdo da idade dos individuos € importante para obter informacdo basica sobre
a demografia de espécies ameacadas, necessaria a sua conservacdo (Hemelaar 1988; Sagor et al.
1998; Eaton et al. 2005; Miaud et al. 2001). No entanto é igualmente importante conhecer a
ecologia basica de espécies invasoras, visando a sua correta gestdo. As accOes de erradicacao
requerem um conhecimento bastante aprofundado sobre o0s processos bioldgicos que

acompanham o sucesso de uma espécie invasora (Schmeller et al. 2007).

Xenopus laevis (Daudin, 1802), vulgarmente conhecida como ré-de-unhas-africana, é um
anuro Pipidae originario da Africa sub-sahariana. Esta espécie tem sido bastante utilizada nos
altimos 50 anos como animal de laboratério, sendo um dos vertebrados mais comuns para este

tipo de estudos (Gurdon 1996). Apresenta um corpo oval e achatado com uma pele viscosa de
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coloracdo castanho-acinzentada e padrdo manchado. Os seus membros anteriores sdo pequenos
com dedos débeis e de forma conica. Por sua vez os membros posteriores sdo fortes com
membranas interdigitais muito desenvolvidas e apresentam garras escuras (Carruthers 2008),
igualmente cénicas, na ponta dos trés primeiros dedos (Maddin et al. 2009). Os individuos
adultos apresentam um comprimento focinho-uréstilo (SUL, snout urostile lengh) médio entre
110 e 130 mm, sendo que as fémeas atingem um tamanho até cerca de 35% maior que 0s machos
(Tinsley et al. 1996). Esta diferenga de tamanhos é um claro dimorfismo sexual (Bernardes
2008), tal como a coloragdo da zona interna dos membros anteriores, que nos machos é mais
escura que nas fémeas (Rebelo et al. 2010b) e que constituem almofadas nupciais, usadas para
para agarrar as fémeas durante o amplexo (Kelley 1996). A partir do primeiro ano de vida estas
ltimas apresentam caracteristicas sexuais secundarias que se caracterizam por uma cloaca
inchada e avermelhada antes da postura (Rebelo et al. 2010a).

Os adultos desta espécie sdo generalistas, alimentando-se maioritariamente de
invertebrados de diferentes tamanhos (Measey and Tinsley 1998). Os individuos sdo capazes de
capturar as presas na agua através de succdo (Sokol 1969) ou no meio terrestre atraves de
movimentos de impulso para fora de agua, como descrito em Measey (1998). Adicionalmente, a
espécie € também conhecida por apresentar comportamentos necr6fagos e até canibais,
alimentando-se dos proprios ovos ou juvenis (Tinsley et al. 1996).

Dentro das espécies que comumente predam X.laevis no seu habitat nativo incluem-se
anhingas (Anhinga melanogaster), corvos-marinhos (Phalocrocorax africanus), lontras, cagados,
cobras-de-agua (Channing 2001) e achigas (Micropterus salmoides) (Prinsloo et al. 1981). No
Chile, as populacdes invasoras sdo predadas por garcas noturnas (Nycticorax nycticorax),
gaivota-de-Kelp (Larus dominicanus) e coruja-buraqueira (Speotyto cunicularia) segundo Lobos
and Jaksic (2005).

A espécie utiliza qualquer tipo de corpo de agua, sem preferéncia de bidtopos especificos,
com amplitudes variadas de pH e temperatura. No entanto prefere aguas com temperatura entre
17-24°C e com pH entre 7,4 e 7,5, apesar de serem capazes de ocupar locais com temperatura
entre 10-30°C e pH entre 5 e 9 (Tinsley et al. 1996). Evita grandes lagos e rios, geralmente
habitados por peixes (Tinsley et al. 1996). Embora sejam animais maioritariamente aquaticos, ha

registos de movimentagdes por terra, muitas das vezes sem a necessidade de ocorréncia de
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corredores ecologicos (Measey and Fouquet 2006). No Reino Unido foram observados
individuos que percorreram uma distancia de 0,2 km em 48 horas, ultrapassando diversos
obstaculos como rios, bosques e estradas (Measey 1998). Na Califérnia individuos juvenis foram
observados a dispersar de um charco aproveitando os cursos de agua existentes durante a época
das chuvas (McCoid and Fritts 1980). Sugere-se que esta dispersdo ndo é realizada de forma
aleatoria, mas sim direcionada para a colonizacdo de novos locais (Measey and Fouquet 2006),

cuja presenga € sentida através de recetores olfativos (Freitag et al. 1995).

No que toca a reproducdo, os machos atraem as fémeas através de vocalizacdes sub-
aquaticas, criando uma acentuada competicdo entre os primeiros e formando uma hierarquia
vocal (Tobias et al. 2004). Ignora-se se 0s animais deste género s&o territoriais, mas foi associado
um comportamento agressivo em animais confinados no mesmo aquério (Rabb and Rabb 1965).
Perante uma elevada densidade populacional e escassez de abrigo em condi¢Ges laboratoriais, 0s
animais de maior porte (machos e fémeas) tendem a perseguir os individuos mais pequenos da
sua coorte (Chum et al. 2013).

Apobs a metamorfose, as fémeas ficam sexualmente maduras ao fim de 10 a 24 meses
(Kelley 1996), se bem que ja se tenha observado ovulacdo de fémeas com 6 meses numa
populacdo invasora na Califérnia (McCoid and Fritts 1995). Nesta populacdo, a maturacao
sexual aos 6 meses foi observada tanto para fémeas como para 0os machos, correspondendo a
individuos com um SUL médio de 65 mm, e apresentando as primeiras um crescimento mais
rapido que os segundos apds a maturacdo. No entanto, na populacdo invasora de Portugal
verificou-se um macho adulto reprodutor com um SUL de 57,34 mm (Bernardes 2008). Os
machos, apesar de atingirem a maturacao sexual aos 6 meses, ndo possuem espermatozéides em
quantidade suficiente para fertilizar uma postura com sucesso até que completem um ano apos a
metamorfose (Kazuya and Witcshi 1963).

Nas fémeas a oogénese € um processo continuo e assincrono, ovulando ao longo de todo
0 ano, sob condi¢Bes o6timas (Dumont 1972). A época de reproducdo esta relacionada com a
temperatura (McCoid and Fritts 1989) e disponibilidade de alimento, sendo estimulada pela
precipitacdo (Tinsley et al. 1996). Neste sentido, dependendo dos locais, esta época podera
decorrer por longos periodos de tempo (Africa do Sul) segundo Deuchar (1975); de forma

esporadica ao longo do ano, como entre Marco e Junho na California (McCoid and Fritts 1989) e
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em Portugal, entre Maio e Setembro (Bernardes 2008); ou de forma pontual e bastante restrita,
como no Reino Unido (Measey 2001). Para as fémeas esta fase significa um grande investimento
energético, que se reflete no peso total do individuo. Este est4 relacionado com o aumento de
peso das gdnadas, chegando a representar cerca de 11 a 15% do peso corporal, e com o tamanho
corporal (Bernardes 2008). Durante a época de reproducdo as fémeas podem depositar entre
centenas a milhares de ovos (McCoid and Fritts 1989).

Em laboratdrio, o crescimento e desenvolvimento dos girinos € mais rapido nas primeiras
3 semanas, seguindo-se um crescimento mais lento até ao aparecimento dos primeiros individuos
metamorficos (Bernardes 2008). A duracdo do periodo larvar médio em condicGes laboratoriais
foi de 8 meses no estudo de Bernardes (2008). No entanto, esta é bastante variavel, registando-se
uma duracgdo de 2 meses sob condicdes laboratoriais favoraveis (Tinsley and McCoid 1996). Ao
longo desta fase os girinos encontram-se bastante vulnerdveis as alteragbes do ambiente
circundante (como a disponibilidade de alimento), situacdo que poderad provocar diferencas no
tamanho, durante e no momento final do periodo larvar (Wassersug 1996). A taxa de
crescimento e o tamanho a metamorfose dos individuos também poderdo ser reduzidos devido a
situacOes de sobrepopulacgdo (Parker et al. 1947).

Apdbs o término da metamorfose, os individuos adultos sofrem um crescimento anual
continuo, igualmente dependente das condicdes exteriores (McCoid and Fritts 1995). E o caso da
temperatura e profundidade da agua, disponibilidade de abrigo e alimento, e densidade
populacional (Hilken et al. 1995). A temperatura apresenta uma influéncia especial, uma vez que
zonas com um periodo curto de temperatura 6tima se refletem numa taxa de crescimento dos
individuos relativamente baixa (Measey 2001). A qualidade inferior do habitat podera

igualmente levar a uma diminuigéo da taxa de crescimento nos adultos (Bernardes 2008).

Relativamente a longevidade da espécie, sabe-se que podera atingir até 30 anos e 4
meses, em condicdes laboratoriais 6timas (Channing 2001), podendo ser consideravelmente mais
baixa no meio selvagem (Tinsley et al. 1996). Um individuo de X. laevis foi recapturado apos 14
anos no Sul de Gales, Reino Unido (Measey 1998). Para além disto, a longevidade pode variar
conforme o sexo, sendo que o fendmeno pode ser devido ao investimento diferencial na

reproducédo (Bernardes 2008).
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A sua utilizacdo como animal de laboratério e o seu aproveitamento em aquarofilia tem
permitido a rapida disseminacdo fora do seu local de origem (Tinsley and McCoid 1996). As
primeiras invasdes registadas para esta espécie ocorreram no Reino Unido onde se conhecem trés
localizacBes para a espécie (Tinsley and McCoid 1996), e posteriormente um pouco por todo o
Mundo, abrangendo preferencialmente regides temperadas com um clima mediterranico como a
Califérnia (Tinsley and McCoid 1996), Chile (Lobos and Jaksic 2005) e alguns paises da Europa.
Nestes Gltimos incluem-se Portugal (Rebelo et al. 2010a), Espanha (Pascual et al. 2007), Franca
(Measey and Fouquet 2006), Italia (Lillo et al. 2005), Alemanha e Holanda (Tinsley and McCoid
1996). Nos Estados Unidos sabe-se que a espécie ocupa um total de 13 estados federados
(Measey et al. 2012), apresentando apenas reproducdo com sucesso na ja referida California e no
Arizona (Tinsley and McCoid 1996). No Japdo estdo registadas trés localidades com presenga
comprovada de X. laevis (Measey et al. 2012).

Na populacdo do Sul de Gales a taxa de crescimento verificada é relativamente baixa
devido a curta época de crescimento, porque os individuos se encontram perto do seu limite
climatico. Esta correspondende a 1/3 da registada para uma populagdo invasora em San Diego,
Califérnia, onde as condi¢cdes permitem a reproducdo e o crescimento ao longo do ano. Nesta
populacdo concluiu-se que havia uma relacdo positiva acentuada entre 0 SUL e a massa corporal,
tendo-se observado um claro aumento da primeira medida ao fim dos dois anos de idade
(Measey 2001).

Tém sido realizadas tentativas de erradicacdo desta espécie e, na Califérnia, o0 método de
envenenamento da agua tem produzido efeitos positivos (Tinsley and McCoid 1996). Foram
ainda aplicadas outras estratégias de remocao desta espécie através da colocagdo de armadilhas,
redes, pesca elétrica, drenagem dos lagos e introducdo de peixes predadores (Prinsloo et al.
1981). Em Portugal tem vindo a ser desenvolvido desde 2010 o plano de erradicacdo de X. laevis
de duas ribeiras em Oeiras. Apesar de ambas as populagdes ndo estarem em contacto verificou-se
uma diferenca de tamanhos corporais entre as populagdes existentes nas duas ribeiras (Rebelo et
al. 2010Db) .

Measey (2001) aplicou pela primeira vez a técnica de esqueletocronologia a esta espécie,
combinando-a com dados morfométricos. Este autor verificou que as LAGs eram depositadas

anualmente com base num metodo de captura-recaptura utilizado em paralelo. Desta forma foi
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possivel determinar histérias de vida especificas para cada individuo e compreender a sua
dindmica populacional, concluindo que a sua invasibilidade no Pais de Gales se encontra
relativamente condicionada por condi¢fes ambientais. Esta conclusdo foi possivel com dados
sobre o estado das populagdes, reproducdo e taxas de crescimento, mostrando que a

esqueletocronologia poderéa ser aplicada para conhecer a potencialidade invasora desta espécie.
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4. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo geral perceber a razdo da diferenca de tamanhos
corporais entre as duas populagdes de ras invasoras. Pretende-se assim compreender de forma
mais pormenorizada a dinamica populacional das duas populagdes existentes, que permita
comparagfes com outras nativas e invasoras e a aplicagdo de medidas de erradicagdo mais
adequadas para cada uma das populagdes existentes. Como objetivos especificos pretendeu-se
conhecer a estrutura etaria e parametros vitais como a longevidade e crescimento dos individuos,
através da aplicacdo da técnica de esqueletocronologia. Com o objetivo de explorar diferentes
causas para a ocorréncia de diferentes tamanhos corporais entre os individuos das duas ribeiras,
testdmos as seguintes hipoteses:

A existéncia de diferencas na estrutura etaria para ambos 0s Sexos;

A existéncia de diferencas na longevidade dos individuos, para ambos 0s sexos;

A existéncia de diferencas nas taxas de crescimento para ambos 0S sexos.

Na posse desta informacéo sobre o estado das populacGes desta ra invasora em Portugal,

poder-se-ao esbocar taticas que facilitem a sua erradicacdo definitiva.
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5. Materiais e Métodos
5.1Area de estudo

A érea de estudo, esta quase toda inserida no concelho de Oeiras e abrange toda a
distribuicdo geogréfica conhecida da espécie em Portugal. Compreende as pequenas bacias
hidrograficas das ribeiras da Laje e de Barcarena (Fig.2). A rib? Laje apresenta uma extensédo de
15,8 km enquanto que a rib? Barcarena tem 19,2 km, criando bacias hidrogréficas de 42,3 km?e
33,6 km? respetivamente. Ambas nascem a leste da Serra de Sintra e desaguam no rio Tejo,
respetivamente nas praias de Santo Amaro de Oeiras e Caxias, distando entre si
aproximadamente 5 km (Rebelo et al. 2010b). A zona envolvente e ambas as ribeiras sdo
influenciadas pela proximidade ao rio Tejo e ao oceano Atlantico, que leva a uma amenidade
climatica com fracas amplitudes térmicas. Estes fatores determinam que a area de estudo se
insira numa zona com clima de transicéo entre o tipo maritimo e continental de invernos tépidos,
com precipitacdo muito varidvel, e verGes quentes e secos (Miguel et al. 2000). A regido
apresenta uma precipitacdo anual que varia entre 1000 mm a norte e 700 mm a sul, classificando-
se como um clima moderadamente chuvoso. A temperatura média anual da zona onde se inserem
as ribeiras varia entre 14 e 16°C (Miguel et al. 2000). Nos ultimos trés anos (2010-2013) e
considerando o periodo de maior atividade de X. laevis em Portugal (Abril-Setembro/Outubro)
(Bernardes 2008), foram registadas temperaturas médias da dgua de 22,5°C na rib® Barcarena e
de 20,9 °C na rib? Laje. Igualmente durante esse periodo verificaram-se valores de 8,27 no pH
para a rib® Barcarena e de 8,81 para a rib? Laje (SANEST, dados ndo publicados).

As margens de ambas as ribeiras sdo densamente urbanizadas, excetuando a zona mais
proxima da Serra de Sintra, que se encontram relativamente naturalizadas (Vale 2010). Ao longo
da sua extensdo, as ribeiras apresentam zonas de cascatas, rapidos e po¢as com limo/lodo (pegos)
com elevada variagdo de caudal ao longo do ano (Kondolf et al. 2010). Comparativamente a rib?
Barcarena, com profundidades entre 34 e 50 cm (Vale 2010) e correntes com velocidade média e
rapida (Miguel et al. 2000) entre Abril e Setembro, a rib? Laje apresenta zonas de pegos mais
profundos, entre 39 e 81 cm (Vale 2010), e aguas relativamente mais calmas (Rebelo et al. 2011)
com velocidades lentas, médias e nalguns locais até nulas. Os fundos de ambas as ribeiras séo
compostos por aredo grosso com blocos de pedras e cascalho médio, apresentando

adicionalmente a Laje zonas com terra (Miguel et al. 2000).
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Relativamente a qualidade da agua de ambas as ribeiras, verificou-se uma percentagem
semelhante de oxigénio dissolvido na agua, com valores de 78,67% para a rib? Barcarena e de
78,03% para a rib® Laje. Ambas as ribeiras revelaram a presenca de nitratos (NO3), com valores
de 7,32 mg/L registados para a rib® Barcarena e 12,08 para a rib? Laje (SANEST, dados néo
publicados).

Apesar da reduzida qualidade da agua e da artificialidade das ribeiras, os trogos de agua
mostram algumas comunidades bioldgicas de espécies autdctones: Cobitis paludica (verdema-
comum), Iberochondrostoma lusitanicum (boga-portuguesa), Pelophilax perezi (ré-verde);
Mauremys leprosa (cagado-mediterranico), Natrix maura (cobra-de-agua-viperina), Rhinechis

scalaris (cobra-de-escada) e Hemorrhois hippocrepis (cobra-de-ferradura) (Rebelo et al. 2010b).

5.2 Métodos e técnicas de campo

5.2.1 Amostragem
No presente estudo, foram utilizados individuos capturados no ambito do plano de

erradicagdo anteriormente referido, com a seguinte distribuicéo:

a. Para a rib® Laje, foram definidos sete pontos de amostragem, a semelhanca de estudos
anteriormente realizados (Rebelo et al. 2010b), distanciados de 1 km (Vale 2010): Ponte
Talaide, Parque Municipal de Oeiras, Hortas da Laje, Bairro dos Navegadores, Bairro da
Laje, Estacdo Agronémica Nacional e Jardim do Palacio do Marqués de Pombal. Para o
presente estudo apenas foram utilizados individuos provinientes dos ultimos quatro

locais.

b. Para a rib* Barcarena, foram definidos oito pontos de amostragem, igualmente
distanciados entre si de 1 km (Vale 2010): Ponte de Sdo Marcos, Lugar do Bico, Fabrica
da Pdlvora, Ribeira-a-baixo, Quinta Nossa Senhora da Conceicdo, Pedreira lItaliana,
Murganhal e Ponte de Barcarena. No presente estudo foram utilizados individuos

provinientes de todos estes locais, excetuando a Pedreira Italiana.
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As sessdes de amostragem foram realizadas nos trogos das ribeiras que estdo assinalados
na Tabela A (Anexos). Estes trocos correspondem a 6% da rib® Barcarena e a 10 % da rib? Laje.

As coordenadas dos locais de amostragem podem ser consultadas na Tabela B (Anexos).
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Figura 2. Area de intervencao do plano de erradicacio da rd Xenopus laevis, na qual se incluem as
ribeiras de Barcarena e da Laje (Rebelo et al. 2011), imagem de Monica Sousa (ICNF).

As amostras de rds obtidas no presente estudo provém de individuos capturados no
ambito do Plano de Controlo de Xenopus laevis nas Ribeiras do Concelho de Oeiras, posto em
pratica desde 2010. Neste sentido, foram utilizadas amostras de individuos capturados durante as
campanhas realizadas em 2010, 2011 e 2013. A juncdo de individuos capturados em anos
diferentes justifica-se pela necessidade de obter uma ampla amostra de tamanhos corporais. A
amostra obtida em 2013 corresponde apenas aos individuos juvenis capturados na rib® Barcarena.
Os 0ss0s destes animais jovens serviram para a estimativa de parametros de crescimento juvenil,
uma vez que 0s juvenis estavam praticamente ausentes nas outras amostras. Estes juvenis foram
capturados em Outubro de 2013 em plena fase de metamorfose, significando que estavam no seu

primeiro ano de vida.
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5.2.2 Calendarizacao
A recolha de individuos decorreu ao longo dos trés anos, durou 5 semanas sobretudo nos

meses em que esta espécie exotica se encontra mais ativa, de Abril a Setembro (Bernardes 2008),
sendo as campanhas divididas em trés etapas. A calendarizacdo destas ultimas, exceto a de 2013
para a qual apenas foram utilizados 8 individuos juvenis, esta resumida na Tabela 1.

Tabela 1. Calendarizagdo das campanhas de amostragem de 2010 e 2011

Calendarizacdo de Amostragem

Ano de amostragem 1° Epoca 22 Epoca 32 Epoca
2010 17-28 Maio 28 Junho-9 Julho | 30 Agosto-3 Setembro
2011 14-24 Junho 18-29 Julho 22-26 Agosto

5.2.3 Método de captura
Para a captura de individuos adultos e juvenis foram utilizadas duas metodologias:

a. Armadilhagem
Nos trés anos de amostragem dispuseram-se nas ribeiras véarias armadilhas de funil

iscadas com comida enlatada para gato. Estas armadilhas foram construidas a partir de garrafoes
de &gua de 5 litros, aos quais se cortou e inverteu o topo, encaixando-o depois na base. Cada
armadilha foi atada a uma estrutura fixa na margem e imersa no corpo de agua,
preferencialmente junto ao fundo em zonas com pouca corrente (pegos) e com a abertura
orientada para o sentido contrério ao da corrente, variando de local para local consoante as

caracteristicas do sitio, nomeadamente as dimens6es dos pegos de cada ribeira.

b. Pesca elétrica
Durante os trés anos de amostragem foi utilizado um aparelho de transporte dorsal

(SAMUS-725MP) com bateria, a operar com corrente alterna, com uma frequéncia de 30Hz. A
duracdo dos periodos de pesca variou em funcdo da extensdo e profundidade dos trocos
percorridos.

Todos os individuos capturados foram colocados em sacos individuais devidamente identificados
(N° individuo, sexo, local, data), transportados em geleiras e, apos eutanasia no periodo maximo

de uma noite ap0s a sua captura, mantidos em arcas frigorificas.
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5.2.4 Medicdo e determinacédo do sexo dos individuos
A cada um dos individuos capturados foi medido o seu comprimento desde o focinho até

ao urostilo (SUL), pressionando levemente as costas do animal contra uma superficie plana, com
uma craveira, até aos 0,1 mm. Posteriormente para os mesmos foi determinado o sexo pela
verificacdo de caracteres sexuais secundarios nos machos. Observou-se também que as fémeas
apresentavam extensdes da cloaca, tal como descrito por Measey (2001). Os juvenis (animais

pequenos e sem caracteres sexuais secundarios) foram dissecados para identificacdo do sexo.

5.3 Métodos e técnicas laboratoriais

5.3.1 Esqueletocronologia
Uma vez que os individuos em anélise foram sacrificados, foi possivel utilizar os 0ssos

dos membros anteriores para aplicacdo desta técnica, ao contrario de Measey (2001), que apenas
utilizou falanges. Apds a medigdo e sexagem de cada um dos animais, foi removido um dos
membros anteriores, e armazenado em alcool a 75 %. Os individuos foram conservados em
alcool a 75 %, com vista ao seu depdsito nas colec¢cdes do Museu Nacional de Histdria Natural e
da Ciéncia — Museu Bocage (MUHNAC, Lisboa; Codigos da espécie: MB04-408 até MB04-
478).

Os ossos foram descarnados apos a colocacdo do membro em agua a ferver durante 5 a
10 minutos. O Umero, radioulna e falange foram conservados em alcool a 75% em eppendorfs
devidamente identificados por individuo. A escolha do osso utilizado nesta técnica baseou-se
numa anélise prévia de relacdo entre o didmetro de véarios 0ssos e o SUL dos individuos. O
Umero apresentou uma seccdo grande e cilindrica que permite a obtencdo de cortes com

didmetros mais uniformes (Fig. 3).
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Figura 3. Pormenor dos 0ssos do membro anterior de X. laevis e respetivas sec¢des obtidas
através de esqueletocronologia: falange (A); radioulna (B) e umero (C). Barra de escala: 20
pm.Desenhos do ilustrador Romeu Ribeiro. Fotos da autora.

O protocolo utilizado foi adaptado de Rebelo and Leclair (2003) e otimizado para X.
laevis, através dos seguintes processos (Fig.A Anexos):
a. Descalcificacdo
O umero de cada individuo foi descalcificado em 10 ml de &cido nitrico a 3% durante
aproximadamente 1 hora. A duracdo da exposi¢cdo do 0sso ao acido dependeu da peca 6ssea em
questdo, podendo variar de 10 a 15 minutos para 0ssos de juvenis ou 30 a 60 minutos para 0SS0Ss
de adultos. Considerou-se que o0s ossos ficaram descalcificados assim que apresentaram
maleabilidade total ao longo do seu comprimento.
Ap0s descalcificacdo, os ossos foram colocados num gobelé com 50 ml de agua destilada para

lavagem, pelo menos durante 12 horas (de um dia para o outro).

b. Seccionamento

Depois das 12 horas de lavagem procedeu-se ao seccionamento dos 0ssos em criostato
(Clinicut Bright), utilizando o meio de inclusdo Tissue - Tek O.C.T. Os cortes foram efetuados
com 14 um de espessura na zona da diafise do 0sso de modo a que o corte tenha 0 maior nimero
de LAGs visiveis (Fig.4). Estes foram recolhidos para caixas de petri devidamente identificadas.
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Figura 4. Sec¢do do osso cortado na zona da diéfise, mostrando
um individuo com 4 LAGs, esquema adaptado de Rozenblut and
Ogielska (2005) pelo ilustrador Pedro Alves. Foto da autora.

C. Coloracéo

A cada caixa de petri foi adicionada agua destilada suficiente para perfazer apenas o
fundo da mesma. De seguida juntaram-se duas gotas de Hematoxilina de Erlich a cada caixa de
petri durante 20 minutos. Seguiu-se o processo de bluing (conversdo da hematoxilina) através da
adicdo de 10 ml de &gua da torneira deixada previamente a descansar (pelo menos 24 horas com
recipiente da dgua bem arejado). Os 0ssos permaneceram em coloracdo durante pelo menos 12

horas (de um dia para o outro).

d. Preparac0es definitivas dos cortes

Foram recolhidos os cortes de cada caixa que aparentavam ter melhor qualidade (melhor
visualizacdo dos anéis de crescimento, pouca deteriorizacdo do corte e menor tamanho da
cavidade medular). No total foram recolhidos no minimo 10 cortes por 0sso para laminas

etiquetadas. O meio de montagem foi a clara de ovo.
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5.3.2 Estimativa de idades
Inicialmente todos os cortes foram analisados ao microscopio, obtendo-se um conjunto de

fotografias para cada individuo, escolhendo-se preferencialmente as que apresentavam melhor
qualidade. Cada preparacdo definitiva com os cortes foi fotografada com uma méquina
fotogréfica Leica DFC290 aplicada a um microscépio Leica DM2000. Posteriormente cada um
dos cortes foi analisado e medido através do programa ImageJ, versdo 1.46r.

Foi inicialmente definido o valor maximo do didmetro da 12 linha de crescimento dos
0ss0s dos individuos juvenis (recém-metamorfoseados ou com 1 ano), calculando-se o seu valor
médio e respectivo intervalo de confianca (Castanet and Smirina 1990). Estes valores foram
comparados com o didmetro da cavidade medular dos ossos de todos os animais, de modo a
avaliar a probabilidade de reabsorcdo desta linha. Para a medicao dos didmetros dos 0ssos foram
efetuadas duas medidas, realizando-se a raiz quadrada da multiplicacdo desses valores para obter
uma aproximacdo ao didmetro médio, uma vez que nem todos 0S 0SSOS apresentavam um

didmetro circular perfeito.

O diametro da 22 linha foi medido nos individuos para os quais foi possivel ter a certeza
da existéncia da 12 linha. Para os individuos cuja 12 linha apresentou um didmetro total superior
ao intervalo de confianca da 12 linha dos individuos juvenis de idade conhecida, essa primeira
LAG foi considerada como correspondendo ao 22 inverno. Sé individuos que apresentavam uma
12 e 22 linha bem definidas foram sujeitos a medices.

Desta forma foram analisados sucessivamente o0s seguintes anéis de crescimento. O
processo de atribuicdo de idades foi sempre realizado tendo em conta o didametro das primeiras
LAGs, de forma a ter certeza que as mesmas correspondiam as linhas de 1° 2° inverno e
seguintes.

Para garantir que a estimativa de idade fosse o mais precisa possivel, foi tomado em
conta 0 més de captura dos individuos. Assim, linhas incompletas na periferia do osso foram
consideradas uma LAG para os individuos capturados em Maio ou inicio de Junho, uma vez que
tera havido pouco crescimento desde o fim da hibernag¢do. Por outro lado, nos individuos que
apresentavam a linha incompleta e foram capturados em Agosto ou mais tarde esta ndo foi

considerada como correspondendo a um inverno.
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A atribuicdo de uma idade individual a cada corte foi realizada por dois observadores
separadamente, sendo que qualquer discordancia foi analisada em conjunto até se chegar a um

acordo.

5.4  Taxa de crescimento e SULmMaximo
A avaliacdo do crescimento dos individuos foi realizada através de uma regressao nao-

linear aplicando a equacdo de VVon Bertalanffy (Bertalanffy 1957), que ja foi usada para outros
estudos com anuros (Kyriakopoulou-Sklavounou et al. 2008; Sarasola-Puente et al. 2011; lturra-
Cid et al. 2010; Liao and Lu 2010; Matthews and Miaud 2007; Mao et al. 2012; Xuan et al.
2010; Leclair et al. 2005). Este modelo permite definir a relacdo entre o SUL e a idade dos
individuos através da seguinte equacao:

SUL =SUL max*(1-EXP[-k*(idade-to)])

em que SULnsx € 0 tamanho maximo que o individuo pode atingir, k é o coeficiente de
crescimento que corresponde a taxa a qual SULmax € atingido, determinando a forma da curva de
crescimento e to € a idade tedrica correspondente a um tamanho inicial, que neste estudo é
considerado de 0. Foram obtidos valores de cada um dos parametros estimados para cada sexo

em cada uma das ribeiras.

5.5  Tratamento estatistico
Para a comparacdo entre os tamanhos e as idades dos individuos de ambos os sexos e

entre ambas as populacbes foi utilizado o teste t, sendo o pressuposto de normalidade testado
com o teste de Levene, ou o teste ndao-paramétrico Mann-Whitney, quando o pressuposto de
normalidade n&o foi verificado.

A existéncia de relacdes entre 0 SUL e o diametro total dos ossos e diametro da cavidade
medular e entre o didmetro total e da cavidade dos ossos foi testada com correlacdes de Pearson.
Para analisar a correlagéo e significancia entre o namero de linhas reabsorvidas e o tamanho dos
individuos efetuou-se um teste de correlacdo de Spearman.

Para a obtencdo de parametros de crescimento (e respetivas curvas) para ambos 0s sexos
e em ambas as ribeiras fizeram-se regressGes ndo-lineares ajustadas & equacdo de Von

Bertalanffy.
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Os testes estatisticos realizados foram calculados com o Software SPSS (v. 22.0). Todos
os valores estdo mencionados com o valor de = SD. Toda esta analise foi realizada com um nivel

de significancia de 0,05.
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6. Resultados

6.1 Estrutura de tamanhos

A semelhanca dos resultados obtidos por Rebelo et al. (2011), também neste estudo se
verificaram diferencas significativas entre sexos nas ras: Na amostra da rib? da Laje houve uma
diferenca significativa no tamanho corporal médio dos individuos de cada sexo (U=28; P<0,001)
(Fig.5), exibindo as fémeas os maiores tamanhos. Considerando as duas ribeiras, concluiu-se que
havia diferencas significativas no tamanho para ambos 0s sexos (Machos: ts= -3,51; P<0,01;
Fémeas: U=63,5; P <0,001), sendo a rib?® Laje o local com maiores individuos (Tabela.2). Tal
como observado no estudo acima mencionado, manteve-se aqui a diferenca de tamanhos entre

populacdes.
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Figura 5. Distribuicdo do tamanho corporal (SUL, mm) dos individuos
capturados nas ribeiras de Barcarena (A) e da Laje (B) com distin¢do entre 31
SeXos.




Tabela 2. VValores médios de tamanho corporal (SUL, mm) para as ribeiras de Barcarena e da Laje.

Populacido n SUL médio (mm)
Barcarena
Fémeas 19 68,1+4
Machos 16 60,4+1,7
Laje
Fémeas 19 86,4110
Machos 25 67,5%5,6

6.2 Esqueletocronologia

Todos os cortes obtidos apresentaram anéis concéntricos corados, correspondentes a

LAGs, e sec¢des mais largas com menor coloracdo (annuli) correspondentes a cada periodo de

crescimento dos individuos. As LAGs foram observadas em todos os individuos com diferentes

graus de nitidez e de regularidade (Figs.6 e 7).

Nos cortes correspondentes a 0ssos de individuos juvenis com 1 ano ou menos foi ainda

possivel observar o 0sso juvenil, formado antes da metamorfose (Fig.6 A). Na grande maioria

dos ossos, as LAGs manifestaram deformidades de crescimento bastante variadas que

Se

refletiam principalmente em irregularidades causadas por apdfises (Fig.7 D). Uma vez que

grande parte dos individuos da amostra foi capturada entre Junho e Agosto, 0S seus 0SS0S

prefiguravam uma nova linha de crescimento a periferia do osso (Fig.7 B).

Nalguns ossos verificou-se a ocorréncia de LAGs falsas que se exibem como linhas mal

coradas ou linhas incompletas, e LAGs duplas as quais se unem num determinado curso da sua

trajetdria (Fig.7 C). Verificou-se a ocorréncia de LAGs duplas em 85,7% dos individuos da rib?

Barcarena e em 88,6% dos da rib? da Laje. LAGs falsas foram verificadas em 82,9% dos

individuos da rib? Barcarena e em 65,9% dos individuos da rib? Laje.
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Figura 6. SeccOes de Umeros de juvenis corados com hematoxilina. A: Juvenil recém-
metamorfoseado com SUL de 25,72 mm, capturado na rib® Barcarena em 2013,
apresentando uma leve sombra de cartilagem embrionaria (CE) e cavidade medular (CM);
B: Individuo juvenil com SUL de 40,01 mm capturado na rib* Barcarena em 2013, com
presenca de 1 LAG (seta preta), linha de metamorfose (LM), CM, o0sso endosteal (OE), 0sso

periosteal (OP). Fotos da autora.
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Figura 7. Seccbes de umeros de adultos corados com hematoxilina. A: Fémea adulta com
SUL de 93,29 mm, capturada na rib® Barcarena em 2011 apresentando 6 LAGs (setas pretas),
linha de reabsorcéo (LR) com 12 linha parcialmente reabsorvida, cavidade medular (CM); B:
Fémea adulta com SUL de 81,51 mm, capturada na rib? Laje em 2011 apresentando CM, 5
LAGs (linhas pretas), deposi¢do de novo 0sso na periferia (seta aberta), 0osso endosteal (OE),
e LR com 12 e 22 linhas parcialmente reabsorvidas; C: Fémea adulta com SUL de 88,04 mm,
capturada na Laje em 2011 apresentando CM, 5 LAGs (setas pretas), LAGs falsas (retangulo)
e duplas LAGs (seta branca), LR com total reabsor¢do da 12 linha de crescimento, e linha de
Kastschenko (LK) (Rozenblut and Ogielska 2005); D: Macho adulto com SUL de 63,09 mm,
capturado na rib® Barcarena em 2011, apresentando 5 LAGs (setas pretas), apofise (seta

aberta) e CM. Fotos da autora.
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6.2.1 Reabsorc¢ado do osso periosteal

Estimamos a frequéncia de reabsor¢do da 1?2 e da 22 linhas de crescimento (Figs.7 B e C).

Para a rib? de Barcarena, verificou-se 36,8% das fémeas com reabsor¢cdo da LAG_1 e 21,1 %
com reabsorcao das LAGs_1 e 2. Para os machos desta ribeira verificou-se apenas reabsorcdo da
LAG_1 em 18,8% dos individuos (Tabela 3). Para a ribeira da Laje verificou-se que em 78,8%
das fémeas houve reabsorcdo da LAG_1 e em 26,3% reabsorcédo das LAGs 1 e 2. Para 0s machos
desta ribeira verificou-se reabsorcdo da LAG_1 para 44% dos individuos e reabsorcdo das
LAGs_1 e 2 em apenas 4% dos individuos.

Apenas as fémeas da rib?® Barcarena revelaram uma correlagcdo positiva entre o seu tamanho

corporal e 0 nimero de LAGs reabsorvidas (rs= 0,7, P<0,01).

Tabela 3. Frequéncia da reabsorcdo das LAGs em ambos 0s sexos, para as ribeiras de Barcarena e
da Laje.

Barcarena Laje
LAGs reabsorvidas Fémeas Machos Fémeas Machos
n=19 n=16 n=19 n=25
1 36,8% 18,8% 78,9% 44%
le?2 21,1% 26,3% 4%

6.3  Atribuicdo de idades

No total dos cortes obtidos, 22 apresentaram-se com deformacdes e ma qualidade que
impossibilitaram a atribuicdo de idades, tendo sido posteriormente descartados da analise final.

Face ao total de ossos utilizados na andlise final foi possivel proceder a atribuicdo de
idades em 38 fémeas, 41 machos e 8 juvenis. Verificou-se que ocorreu uma discordancia entre 0s
dois observadores relativamente a idade de 31 individuos, em que 23 dos quais correspondia
apenas a uma diferenca de 1 ou 2 anos, resultante da ndo contabilizacdo de linhas totalmente
reabsorvidas por parte de um dos observadores. Para as situacdes verificadas de LAGs duplas ou
falsas, estas ndo foram contabilizadas para a atribuicdo de idades, ndo sendo consideradas como
LAGS reais.
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6.4 Crescimento 0sseo

6.4.1 Diametro 6sseo e tamanho corporal

Houve correlacBes positivas significativas e fortes entre o tamanho corporal dos
individuos e o diametro total dos ossos para ambos 0s sexos na rib? Barcarena (Fémeas r=0,97;
Machos, r=0,94; ambos com P < 0,001) e na rib? Laje (Fémeas r= 0,95; Machos r= 0,92, ambos
com P <0,001) (Fig. 8).
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Figura 8. Relacdo entre o tamanho corporal (SUL, mm) e o diametro
médio dos 0ssos (Um) para as ribeiras de Barcarena (A) e da Laje (B).
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6.4.2 Diametro da cavidade e tamanho corporal

Observaram-se correlagfes positivas e significativas entre o tamanho corporal (SUL,
mm) dos individuos e o diametro da cavidade dos 0ssos para ambos 0s sexos na rib® Barcarena
(Fémeas r= 0,84, P <0,001 e Machos r= 0,54, .P< 0,01) e na ribeira da Laje (Fémeas r= 0,80;
Machos r= 0,58, ambos com P<0,001) (Fig.9).

Para ambos os locais esta correlacdo foi mais forte para as fémeas.
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Figura 9. Relacdo entre o tamanho corporal (SUL, mm) e o didmetro da
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6.4.3 Diametro 6sseo e cavidade medular

Houve também correlagdes positivas e significativas entre o didmetro da cavidade
medular e o diametro dos ossos dos individuos para ambos 0s sexos na rib? Barcarena (Fémeas
r=0,87; Machos r= 0,67, ambos com P <0,001) e para a Laje (Fémeas r= 0,87; Machos r= 0,77,
ambos com P <0,001) (Fig.10). Observando os gréaficos, compreende-se que a reabsor¢do do

0sso periosteal faca desaparecer as LAGs mais internas nos individuos com maior tamanho.
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Figura 10. Relacdo entre o didmetro da cavidade medular e o didmetro
médio dos 0ssos (um) para as ribeiras de Barcarena (A) e da Laje (B).
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6.5 Estrutura de idades e maturacao sexual

Através da andlise da pirdmide populacional para cada uma das ribeiras, foi possivel
verificar que as idades obtidas variaram entre 1 e 7 anos para as fémeas e entre 1 e 6 anos para 0s
machos (Fig. 11).

Na rib? Barcarena as fémeas mostraram uma média de idades ligeiramente superior a dos
machos, mas esta diferenca ndo foi significativa. Por outro lado, na rib?® Laje obtiveram-se
diferencas significativas entre a idade dos dois sexos (t4,=3,411, P<0,01) tendo as fémeas uma
idade média superior & dos machos. Entre as duas ribeiras verificaram-se diferengas
significativas entre a idade dos machos e das fémeas (Machos: t3y=-2,213, P<0,05; Fémeas: t3=-
3,884, P<0,001), apresentando tanto os machos como as fémeas da rib® Laje uma idade mais
elevada (Tabela 4).

As idades méaximas registadas para as fémeas foram de 5 e 7 anos, para a rib? Barcarena e
a rib? Laje respetivamente. Para os machos estes valores foram inferiores, assinalando-se uma
idade méaxima de 4 e 6 anos para a rib® Barcarena e para a rib? Laje, respetivamente.

Para a elaboracéo da estrutura de idades para cada ribeira foram contabilizados machos e
fémeas capturados em dois anos - 2010 e 2011. Para estes ultimos foi necessario retirar um ano a
idade estimada por forma a poder construir uma piramide etaria referente ao ano de 2010. Esta
analise ndo incluiu os juvenis uma vez que se considerou (tal como para outros anfibios) que,
estes ocupam geralmente habitats diferentes daqueles que séo ocupados por adultos, ndo sendo
de um modo geral capturaveis pelos mesmos métodos. Assim, 0 ratio juvenis/adultos numa
amostra de X. laevis ndo reflete realmente a estrutura etaria de uma populacao (Smirina 1994).

A rib? Barcarena apresenta uma estrutura de idades mais equilibrada entre os dois sexos.
Nesta ha um maior nimero de individuos com menor idade, e a idade modal foi de 3 anos para
individuos de ambos o0s sexos, que podera indicar a idade em que todos os individuos ja terdo
iniciado a sua reproducdo. Por outro lado na rib? Laje h4d uma distribuicdo mais desequilibrada,
salientando-se os individuos mais velhos. Aqui a idade modal para as fémeas corresponde aos 5
anos e para 0s machos aos 3 anos, indicando provaveis diferencas na idade de maturagdo sexual

entre os dois sexos.
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Figura 11. Estrutura de idades para machos e fémeas das ribeiras de Barcarena

(A) e da Laje (B), correspondente ao ano de 2010.




Tabela 4. Valores médios de idade (anos) para as ribeiras de Barcarena e da Laje.

Populacido n Idade média (anos)
Barcarena
Fémeas 19 3,74+1,6
Machos 16 3,69+1,08
Laje
Fémeas 19 5,4+1,02
Machos 25 4,4+0,96

6.6 Relacdo entre tamanho corporal e idade: crescimento

A curva de Von Bertalanffy foi calculada para cada sexo e para os animais de cada
ribeira, obtendo-se os valores de SUL maximo e da constante de crescimento expostos na Tabela
5. Analisando as curvas de crescimento obtidas para ambas as populacGes foi possivel verificar
diferencas nos valores dos parametros de SUL maximo e constante de crescimento obtidos (Fig.
12).

Nas fémeas da rib? Barcarena detetou-se um valor de SUL maximo mais elevado e uma
constante de crescimento menor que nos machos. O mesmo se concluiu para a rib? da Laje.
Assim, em ambos os locais é importante frisar as claras diferencas observadas entre o valor de
ambos 0s parametros obtidos para os dois sexos.

O menor valor da constante de crescimento verificado para as fémeas significa que estas
demoram mais tempo a atingir o seu tamanho méaximo. Comparando os sexos dos exemplares
das duas ribeiras, verificou-se que na rib? Barcarena as fémeas apresentaram menores valores de
SUL maximo e de constante de crescimento. Também os machos revelaram menores valores de
SUL maximo na rib? Barcarena, mas nesta o valor da constante de crescimento é maior do que na

rib® Laje.

Tabela 5. Estimativa de pardmetros de crescimento obtidos através da equacdo de Von
Bertalanffy com respetivos valores de + SD, para as duas populagdes estudadas.

Constante de

Populagéo Sexo N SULméax (mm) )
crescimento
Fémeas+juvenis 27 120,28 + 48,15 0,15+0,11
Barcarena 1 chos+ juvenis 25 71,5648,08 0,39+0,15
Lefe Fémeas+ juvenis 27 128,53 +31,29 0,17+0,09
Machos+ juvenis 33 82,62+6,77 0,31+0,08
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Analisando ao pormenor as curvas de crescimento para cada uma das ribeiras, verificou-
se que para a rib? Barcarena tanto machos como fémeas tém um crescimento inicial muito
semelhante, alterando-se a partir dos 3 anos de idade, altura a partir da qual as fémeas
apresentam um crescimento continuo e os machos tendem a estabilizar o seu tamanho. Esta
estabilizacdo decorre a partir dos 4 anos, para valores de SUL entre 60 e 70 mm (Fig.12A). A
populacdo da rib?® da Laje apresenta as curvas bastante semelhantes, mas iniciam a sua
divergéncia logo ao fim do 1° ano de idade, sendo aqui mais acentuada a diferenca de tamanhos
por idade (Fig.12B). Neste local os machos parecem estabilizar o seu tamanho a partir dos 5

anos, entre valores de SUL de 70 e 80 mm.
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Figura 12. Curvas de crescimento para machos e fémeas da espécie X. laevis nas
ribeiras de Barcarena (A) e da Laje (B). Ambas resultam do ajuste da equagédo de von
Bertalanffy aos valores de SUL (mm) para cada idade.
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Nas curvas de ambas as populacbes é claro o crescimento mais acentuado e indefinido
das fémeas, que contrasta com o dos machos que estabiliza mais cedo (Fig. 13).
As diferencas nas curvas de crescimento entre ribeiras apenas sao notdrias a partir das idades
mais avangadas, entre 0os 4 e 0s 5 anos. No entanto, ndo se verificam idades suficientemente
avancadas na rib? Barcarena e possivelmente esta sera a razdo para as diferencas identificadas na

Figura 13.
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Figura 13. Curvas de crescimento para as ribeiras de Barcarena e da Lage para fémeas e machos da
espécie X. laevis. Ambas resultam do ajuste da equacdo de von Bertalanffy aos de SUL (mm) para

cada idade.
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7. Discussao

Uma vez que estas correspondem as primeiras e unicas populacdes de X.laevis invasoras
conhecidas em Portugal, este estudo corresponde ao primeiro trabalho de esqueletocronologia
sobre esta espécie realizado no nosso pais. Fornece informagdo fundamental sobre a estrutura
etaria e curvas de crescimento da espécie para os locais estudados, permitindo uma comparagéao
com populagdes invasoras de outros locais. Constitui ainda uma fonte de dados sobre a provavel

idade de maturacdo sexual e longevidade da espécie em Portugal.

7.1 Estrutura de tamanhos

No que respeita as diferencas de tamanhos observadas para ambos 0s sexos entre ribeiras,
estes resultados sdo semelhantes aos resultados de Rebelo et al. (2011) para as mesmas
populacBes indicando que a amostra obtida também refletiu a diferenca de tamanho corporal
previamente detetada. Estas diferencas verificadas entre machos e fémeas eram expectaveis
tendo em conta o dimorfismo conhecido para a espécie (Kobel et al. 1996), o qual também se
documentou nas populac¢des invasoras de X. laevis na Califérnia (McCoid and Fritts 1989) e no
Sul de Gales (Measey 2001). Na populacdo da Califérnia, tanto machos como fémeas
evidenciam tamanhos superiores aos registados no presente estudo, atingindo as fémeas 119 mm
e 0s machos 80 mm, o que pode ser devido as condi¢Bes de temperatura que sdo de pelo menos
20° C durante todo o ano (McCoid and Fritts 1989). No Sul de Gales tanto machos como fémeas
sdo de tamanhos menores que 0s observados neste estudo (53 mm), o que aqui pode ser devido
ao curto periodo com condicdes 6timas de temperatura que ocorre nesse local (Measey 2001).
Em Portugal a espécie tem um periodo relativamente longo de crescimento com temperaturas
6timas (>20°C) (McCoid and Fritts 1989). Mesmo assim, quando comparado com o local de
origem (Africa do Sul) onde as fémeas atingem valores de SUL de 110 mm e os machos 83 mm
(Tinsley et al. 1996), atesta-se que em Portugal as populacdes ndo deverdo estar nas suas

condicdes absolutamente 6timas.
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7.2  Esqueletocronologia: crescimento 0sseo

Tem aumentado a aplicacdo da técnica de esqueletocronologia as espécies invasoras
(Schmeller et al. 2007; Newsome and Noble 1986; Measey 2001). Um estudo semelhante ao
nosso ja foi realizado para X. laevis no Sul de Gales (Reino Unido), com resultados positivos.
Neste caso, confirmou-se a grande precisdo da técnica esqueletocronoldgica para a datagdo de
individuos de X. laevis, tendo sido utilizado o método de captura-recaptura de individuos
marcados para concluir que a deposicdo de LAGs era feita de forma anual (Measey 2001). A
recaptura de animais marcados permitiu igualmente identificar a natureza ndo anual de algumas
irregularidades observadas nos cortes, naquelas situacGes que podem pdor em causa a correta
atribuicdo de idade aos individuos (Marangoni et al. 2009; Measey 2001; McCoid and Fritts
1989). No nosso estudo ndo foi possivel comprovar a deposicdo anual de LAGs, ja que ndo houve
0 seguimento temporal dos individuos usados, pois estes sdo obtidos no decurso da campanha de

controlo e erradicacdo desta espécie.

7.2.1 LAGs falsas e duplas

Relativamente a presenca de LAGs duplas nalguns dos individuos que estudamos, estas
sdo comuns para as espécies de climas temperados devido a ocorréncia de periodos de
quiescéncia no verdo e inverno, correspondendo a uma dupla interrupcdo de crescimento no
mesmo ano (Guarino and Erismis 2008; Caetano and Castanet 1993; Alcobendas and Castanet
2000). Houve neste estudo uma percentagem de cortes com ocorréncia de LAGs duplas
semelhante para ambas as ribeiras, sem que fosse possivel identificar uma sec¢do de ribeira onde
esta frequéncia fosse maior (indicando potencialmente locais com condicdes mais
desfavoraveis). Contudo, a frequéncia de falsas LAGs foi maior na rib® Barcarena. Esta
informacdo € importante porque a ocorréncia de falsas LAGs parece estar relacionada com o
surgimento de lesGes ou com escassa disponibilidade de alimento (Mao et al. 2012; Khonsue et
al. 2000; Liao and Lu 2010). Isto sugere que as condi¢bes para a espécie na rib® Barcarena

poderiam ser piores que na rib? Laje.

7.2.2 Reabsorgao 0ssea

A presenga de um numero relativamente elevado de individuos onde ocorreu a reabsorgao

da 12 ou da 12 e 22 linhas e a sua substituicdo por 0sso endosteal ndo foi inesperada, visto que este
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acontecimento € comum em espécies aquaticas e semi-aquaticas (Tsiora and Kyriakopoulou-
Sklavounou 2002), como é o caso de X. laevis (Tinsley et al. 1996). Tal como aconteceu com
outros autores, a medi¢do dos anéis aquando da datacdo foi crucial para a identificacdo correta do
nimero de anéis para esta espécie (Tsiora and Kyriakopoulou-Sklavounou 2002). Assim
verificou-se uma maior reabsorcao tanto da 12 linha como da 22 para a rib? Laje. Estes resultados
poderdo indicar que neste local ha boas condi¢cBes ambientais que acabam por favorecer um
crescimento ativo e continuo (Tsiora and Kyriakopoulou-Sklavounou 2002). Nestes casos
também podera estar a ocorrer a reabsorcéo de célcio para a manutencdo de fungdes metabdlicas

essenciais, causadas pelas deficiéncias de calcio no ambiente (Eden et al. 2007; Stiffler 1993).

7.3  Estrutura etaria da populacéo

A distribuicdo normal das estruturas etarias dos anfibios faria prever que o nimero de
individuos diminuisse com a idade (Hemelaar 1988). Contudo neste estudo ambas as populac6es
de ras revelaram uma distribui¢do pouco normal e com idades significativamente diferentes.

Na rib? Laje, ha individuos com idades mais elevadas, tanto em machos como em fémeas,
0 que leva a crer que neste local hd melhores condi¢bes de sobrevivéncia dos adultos, que
possivelmente propiciam um crescimento continuo. No entanto, neste local a estrutura
populacional envelhecida também sugere que esta a ocorrer uma falha no recrutamento de
juvenis. Este resultado poderia estar ligado a mortalidade elevada de individuos mais jovens,
aquando das campanhas de remocdo realizadas nos anos anteriores (Rebelo et al. 2011) ou a falta
de locais com condicBes 6timas para 0 sucesso da reproducdo. A maior longevidade verificada
na rib? Laje estd igualmente associada ao adiamento da maturacdo sexual (Mao et al. 2012), a
qual se comprovou com os resultados obtidos e se reflete numa baixa constante de crescimento
(Halliday and Verrel 1988). Nesse local a idade de maturagéo parece suceder mais cedo nos
machos do que nas fémeas, o que seria previsivel, visto que estas necessitam de acumular
energia para o desenvolvimento das goénadas e Ovulos (Mao et al. 2012; Tsiora and
Kyriakopoulou-Sklavounou 2002). Conclusdes semelhantes foram também retiradas por Smirina
(1983) para o sapo-comum Bufo bufo na Polonia. Esta diferenga de investimento no inicio da
reproducdo pode ser a razdo para as diferencas observadas na idade média entre machos e fémeas

da rib? Laje. A auséncia de relacdo entre tamanho corporal e fecundidade nos machos leva a que
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estes invistam a sua energia na reproducdo e ndo no crescimento, comecando a reproduzir-se
mais cedo e garantindo assim um maior sucesso reprodutor (Mao et al. 2012).

A populacdo da rib? Barcarena apresenta uma populagdo com uma distribuicdo etaria
mais uniforme, observando-se ali um maior nimero de individuos pertencentes aos grupos
etarios mais novos do que na rib® da Laje. A menor longevidade dos individuos de Barcarena
podera ser o reflexo da ocorréncia de mas condi¢bes de crescimento ou de uma taxa de
mortalidade mais elevada dos individuos adultos. Esta hipdtese € suportada pelos resultados
obtidos noutros estudos, nos quais uma menor longevidade e um menor tamanho dos individuos
indicam locais com maiores perturbacdes (Cogalniceanu and Miaud 2003), como a predacao
(Channing 2001). Por outro lado, o facto de na rib* Barcarena se terem encontrado individuos
mais novos pode indicar que esta ribeira retne boas condic6es para a reproducéo e sobrevivéncia
de juvenis, ao contrario da rib® Laje. Na rib® Barcarena a idade de maturacéo parece ser a mesma
para ambos 0s sex0s, mas menor que aquela registada para as fémeas da rib? Laje. Tal sugere que
aqui os individuos iniciam a reproducdo mais cedo. Isto pode ser devido a uma maior taxa de
mortalidade de adultos, relacionada com possiveis piores condicbes de sobrevivéncia
(Cogalniceanu and Miaud 2003). E sabido que individuos precoces costumam ser de dimensdes
inferiores, produzem menos ovos e tém descendentes mais pequenos. Além disso individuos
mais pequenos também sofrem maiores niveis de predacdo (Morrison et al. 2004), fatores que
podem justificar a falta de individuos com idades mais avancadas nesta populagéo.

Na rib? Laje foram claras as diferencas entre a idade média dos machos e das fémeas,
apresentando estas ultimas uma maior longevidade, facto observado em anteriores estudos de
esqueletocronologia para outras espécies de anuros (Morrison et al. 2004; Liao et al. 2011; Liao
and Lu 2010). Na rib? Barcarena esta diferenca ndo foi tdo evidente, talvez devido ao facto da
idade de maturacdo nos dois sexos ser a mesma, mas também aqui as fémeas apresentaram uma
maior longevidade. Esta evidéncia podera estar relacionada com a maior exposi¢ao dos machos a

predacdo, uma vez que estes sdo mais conspicuos (Liao et al. 2011).
Ao tentar justificar estas ocorréncias, deparamo-nos com a dificil tarefa de determinar quais 0s

fatores exatos que poderédo estar a influenciar as diferengas observadas, sendo que os mesmos

ndo sdo mutuamente exclusivos (Cheong et al. 2007).
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Relativamente as condi¢des ambientais, tanto os valores da temperatura como do pH da
agua sdo semelhantes entre as duas ribeiras e considerados 6timos para X. laevis (Tinsley et al.
1996), sendo pouco provavel a sua influéncia na diferenca de sobrevivéncia ou nas condi¢oes
para a reproducdo entre as populagdes. Tendo em conta a proximidade dos dois locais, é também
pouco provavel que estas diferencas estejam relacionadas com outros fatores ambientais como a
luminosidade ou outras condi¢fes da dgua, como a presenca de possiveis poluentes toxicos. No
entanto, esta Ultima hipdtese ndo sera de descartar completamente uma vez que se verificou a
presenca de nitratos em diferentes quantidades em cada ribeira. Estudos realizados sobre o efeito
de concentragbes ndo letais de atrazina (Preez et al. 2005; Preez et al. 2008), e nitratos
provenientes de escorréncias agricolas durante o periodo de metamorfose em X. laevis
concluiram que determinadas concentracGes de nitratos (superiores as observadas na Laje ou
Barcarena) em conjunto com a atrazina poderiam levar a alteragdes do tamanho dos juvenis
(Sullivan and Spence 2003). Nas margens da ribeira da Laje hd& uma maior ocupacéo do terreno
por hortas (Rebelo com. pess.), que podera ser a causa de uma maior concentracdo de nitratos na
agua dessa ribeira. Neste sentido ndo é de excluir totalmente o possivel efeito deste componente
nas diferencas de tamanho observadas.

Sabe-se ainda que existem algumas diferencas relativas ao habitat em cada ribeira que
poderdo provocar as diferencas observadas. A ribeira da Laje apresenta uma corrente de agua
mais calma que a de Barcarena, com ocorréncia de pegos mais profundos (Rebelo et al. 2010b).
Estas caracteristicas podem corresponder a condi¢es ambientais mais favoraveis ao crescimento
da espécie, que por sua vez se refletird num maior crescimento e numa média de idades superior.
Uma vez que na rib® da Laje a média de idade dos individuos foi mais elevada que na de
Barcarena, é possivel que no primeiro local ocorra uma melhor e maior quantidade de alimento
(fator que afeta bastante o crescimento e a mortalidade dos individuos) (Cheong et al. 2007),
e/ou menor predacdo e competicdo (Arendt 1997; Mangel and Stamps 2001; Schiesari et al.
2006).

Sendo esta uma espéecie maioritariamente aquatica (Tinsley et al. 1996), a existéncia de
pegos mais profundos e aguas mais calmas na ribeira da Laje podera favorecer a existéncia de
melhores condi¢BGes para os adultos. Na rib® Barcarena verifica-se a ocorréncia de menores
profundidades e uma maior eutrofizacdo da agua (Vale 2010) que podem corresponder a

condi¢cbes menos propicias a espécie. Poderd supor-se ainda que a rib® Barcarena, apesar de
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apresentar piores condi¢des para a sobrevivéncia de adultos podera ter melhores condicGes para a
reproducéo. Isto podera ocorrer devido a presenca de zonas adjacentes a ribeira (tributarios), que
reinem condicBes 6timas para o crescimento dos juvenis (Rebelo, com. pess.). Assim, a grande
quantidade de peixes existentes na ribeira da Laje e a auséncia de tributarios poderdo originar a
falta de juvenis, uma vez que € exercida ai uma elevada pressdo de predacdo (Rebelo, com.

pess.).

7.4  Crescimento

O tamanho dos individuos é uma consequéncia da taxa e duracdo do crescimento, pelo
que maiores tamanhos podem ser obtidos através de um crescimento mais rapido ou mais
prolongado (Metcalfe and Monaghan 2003). As fémeas dos dois locais atingiram um tamanho
méaximo maior que o dos machos, provavelmente por viverem mais anos. O dimorfismo sexual
relativo ao tamanho dos individuos podera no entanto ser uma consequéncia de diferentes idades
ou taxas de crescimento (Liao and Lu 2010) e/ou de diferencas na idade de maturacdo. O
dimorfismo sexual no tamanho foi objeto de estudo doutros autores em anuros como o Bufo bufo,
na Polonia (Smirina 1983), e Rana epeirotica, na Grécia, tendo concluido que o fendmeno esté
relacionado com a diferenca das idades de maturacao entre os sexos (Tsiora and Kyriakopoulou-
Sklavounou 2002). Entre as duas populacdes registaram-se valores da constante de crescimento
mais elevadas para os machos, indicando que as fémeas demoram mais tempo a atingir o seu
tamanho mé&ximo o que € congruente com os diferentes investimentos na reproducdo acima
mencionados. Entre as duas ribeiras, verificaram-se valores mais elevados de tamanho méximo e
de constante de crescimento para a rib?® Laje, exceto para os machos nos quais o valor da
constante de crescimento foi menor que nos da rib? Barcarena. Entre ribeiras ndo se verificaram
diferencgas entre estes parametros.

No presente estudo, ndo se apuraram diferencas entre os valores das constantes de
crescimento, pelo que este parametro ndo aparenta ser a causa da diferenca de tamanhos
observada entre 0s dois locais. Por outro lado, o valor mais elevado do tamanho maximo atingido
para os dois sexos na rib® Laje poderia ser explicado pela maior longevidade das ras. Esta
hipotese reforca a possibilidade ja mencionada de existirem melhores condigbes para a

sobrevivéncia dos adultos neste local, ao contrario do que ocorre na rib® Barcarena.
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Apesar de ndo se verificarem diferencas entre a taxa de crescimento entre as duas populacdes
estudadas, foi importante a sua determinacdo bem como da longevidade. Nos estudos realizados
por Newsome and Noble (1986 ) e Schmeller et al. (2007) as estimativas da longevidade e da
taxa de crescimento de espécies de anfibios invasoras permitiram a compara¢do com 0s mesmos
parametros de espécies de anfibios autoctones. Desta forma podera ser determinado o potencial
impacto da invasdo sobre as espécies nativas, avaliando a possibilidade de competicdo
interespecifica. Por outro lado, tal como um estudo realizado com a espécie invasora Rana
catesbeiana, os dados obtidos através da técnica de esqueletocronologia podem ser utilizados
para avaliar a adaptacdo da espécie ao novo ambiente, permitindo prever futuros locais de

invasdo (Xuan et al. 2010).
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8. Conclusao

Este foi um estudo pioneiro sobre a idade das populacdes e o crescimento dos individuos
de Xenopus laevis em Portugal que permitiu fazer uma primeira abordagem a estrutura e
dindmica populacional dos dois locais onde a espécie se encontra. Foi possivel abordar pela
primeira vez e compreender a razéo para a diferenca de tamanhos individuais observada para as
ribeiras da Laje e de Barcarena.

Perante os resultados obtidos é possivel concluir que as diferencas observadas entre as
ribeiras ndo estdo relacionadas com a taxa de crescimento, uma vez que estas sdo relativamente
semelhantes entre os dois locais, mas sim com a estrutura etaria das populagdes. Este Gltimo
ponto é sugerido pela evidéncia de mas condi¢des para a sobrevivéncia dos individuos adultos,
mas boas para a reproducdo na rib® Barcarena e condicdes opostas para a rib® Laje.
Aparentemente, a rib?® Laje apresenta uma populagdo “normal”, estando a falta de juvenis
possivelmente relacionada com a intervencéo do plano de erradicacdo. Por sua vez em Barcarena
a idade de maturacdo antecipada, falta de adultos mais velhos e ocorréncia de um ndmero mais
elevado de LAGs duplas nos ossos permitem concluir que é neste local que as condi¢des serdo
mais desfavoraveis para a ocorréncia da espécie, quando comparado com a Laje. Apesar disto, a
populacdo mais jovem aqui encontrada permite identificar a rib® Barcarena como o local com
uma maior necessidade de intervencao por parte do plano de erradicagédo no futuro.

Sera ainda necessario realizar estudos futuros mais pormenorizados das condicdes
bioticas e abidticas de ambos os locais que expliqguem melhor as diferencas observadas nestas
populacBes. Nisto inclui-se a continua analise da presenca de nitratos ou de outros produtos na
agua das ribeiras estudadas que possam de certa forma influenciar o crescimento dos individuos.
Por outro lado, de futuro serd conviniente aumentar a amostra de individuos, pois no presente
estudo a falta de maiores idades na rib? Barcarena tornou dificil uma melhor comparacéo entre as
curvas de crescimento de ambas as populaces.

No entanto, os dados obtidos através deste primeiro estudo permitem elaborar propostas
de medidas especificas para a erradicacdo desta espécie, direcionadas para cada um dos locais

invadidos. Neste sentido, para além das ja utilizadas armadilhas e remog¢do manual aquando das
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accOes de erradicacdo na rib? Barcarena, a acao devera centrar-se na zona de tributarios onde se
encontram individuos juvenis, adaptando-se as armadilhas para esta faixa etaria, ou proceder-se a
remocao da &gua nestes locais. Para a rib? Laje seria mais importante incidir sobre os adultos,
persistindo com a remocdo ja efetuada, coincidindo com a época de reproducdo, com maior
concentracdo no curso normal da ribeira e menos nas zonas adjacentes. Nesta ribeira parece
haver uma maior e mais rapida possibilidade de erradicacdo da espécie, uma vez que a sua
populacdo ja estd envelhecida, em parte possivelmente devido as agdes de erradicacdo ja
aplicadas. No entanto, a répida capacidade de recuperacdo desta espécie ndo permite uma
diminuicdo da intensidade de intervencéo.

O presente estudo, através da primeira abordagem a compreensdo da dinamica
populacional existente, permitiu criar uma ferramenta testada e fidvel especificamente aplicada a
X. laevis em questdo. Isto garante a possibilidade de replicacdo do estudo nos anos futuros,
acompanhando a evolucdo e eficicia do plano de erradicacdo, constituindo um método valioso de
avaliacdo e acompanhamento do sucesso do mesmo.

Por outro lado uma anélise semelhante as espécies de anfibios autotones locais permitira
determinar qual o impacto desta espécie invasora nessas populacfes. Neste sentido, a estimativa
da estrutura etéaria, longevidade, tamanhos maximos atingidos e taxas de crescimento das
espécies autdctones da area de estudo permite determinar em que grau estdo ou poderdo vir a
sofrer as mesmas com a presenca deste invasor.

Também o conhecimento do processo de adaptacdo das populagcfes invasoras de X. laevis
as condicOes locais permitira a identificacdo dos sitios com melhores ou piores condi¢cbes de
crescimento ou sobrevivéncia para X. laevis, prevendo a qualidade de possiveis novos locais de
invasdo. Esta acdo facilitara a aplicacdo de medidas de erradicacdo preventivas com vista a

conservacao das espécies autoctones.
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9. Anexos

Tabela A. Extensdes das ribeiras nas quais foram realizadas as sess6es de amostragem

Ribeira Local Distancia (metros)

Ponte de Talaide 50

Bairro dos Navegadores 200

Hortas da Laje 100

) Bairro da Laje 500

Laje " P

Estacdo Agronomica 300

Jardim Marqués Pombal 350

Parque Municipal 150

Total 1650

Ponte S&o Marcos 250

Lugar do Bico 100

Fébrica da Polvora 150

Ribeira Abaixo 250

Barcarena Quinta Nossa Sra da Conceicéo 150
Pedreira Italiana 100

Murganhal 100

Total 1100
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Tabela B. Registo das coordenadas retangulares dos locais de amostragem em 2010 e 2011

WGS 1984 Zone 29N

Local
Coord_XX Coord_YY
Rib? Laje

Ponte Talaide 472243 4287316
Bairro dos Navegadores 472303 4286941
Hortas da Laje 472643 4285649
Bairro da Laje 472709 4284624
Estacdo Agrondmica Nacional 472573 4283378
Jardim Marqués de Pombal 472569 4282673
Parque Municipal 472656 4282415

Rib? Barcarena
Ponte de S. Marcos 474815 4289263
Lugar do Bico 475072 4288632
Fabrica da Polvora 475177 4288188
Ribeira-abaixo 475486 4287448
Qta. N. Sra. Da Conceigéo 475840 4286495
Pedreira Italiana 476245 4285073
Murganhal 476253 4284536
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Fig. A. Processo de obtencdo de seccdes de 0ssos de X.laevis para estimativa de idades dos

individuos.
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