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Resumo

A manutenc¢do de espécies de anfibios anuros na caatinga, um bioma que sofre
um processo de aridificacdo, suscita perguntas sobre quais aspectos fisioldgicos e
evolutivos estdo envolvidos nesse contexto. O argumento de que a plasticidade
fenotipica permite que uma populacdo sobreviva perante mudancas ambientais parece
uma explicacdo plausivel. A temperatura e sua variacdo foram eleitas como
representativas da alteracdo ambiental, tendo como referéncia os valores
correspondentes da floresta atlantica. Essa comparacdo fundamentou-se na evidéncia de
que a caatinga assemelhava-se a uma floresta Umida antes da aridificacdo. Utilizamos
como marco tedrico um trabalho central de Smith-Gill e Berven (1979), que mostrou
que a sensibilidade térmica da diferenciacdo é maior que do crescimento em larvas de
anuros. A hipétese central foi que a plasticidade de desenvolvimento da espécie
Rhinella granulosa, presente na caatinga, € maior que das espécies Rhinella ornata e
Rhinella icterica, habitantes da floresta atlantica. O método principal foi de comparar
normas de reacdo térmicas de taxa de crescimento, tempo de desenvolvimento, massa na
metamorfose e temperatura critica maxima (TCMax) das espécies. Para isso, regimes
térmicos foram simulados em laboratdrio a fim de representarem microhabitats tipicos
da floresta e da caatinga. A interacdo entre moda e variacdo da temperatura foi
significativa para as espécies Rhinella ornata e Rhinella icterica. As espécies de
floresta foram muito plasticas. Quando submetidas a regimes tipicos da caatinga,
apresentaram um aumento de duas vezes da taxa média de crescimento e um terco do
tempo médio de desenvolvimento, em comparacdo com regimes de floresta. As larvas
apresentaram variacdo individual de sensibilidade térmica, sendo que uma parte da
amostra ndo seguiu a regra de Smith-Gill e Berven (1979), apresentando sensibilidade
da diferenciagdo similar ao do desenvolvimento. Como consequiéncia, mantiveram sua
massa na metamorfose canalizada em 0,25 mesmo diante de maiores picos de
temperatura. A TCMax foi maior para R. granulosa, porém menos plastica que as
espécies de floresta. Os resultados ndo corroboraram a nossa hipotese, uma vez que as
espécies de floresta parecem ser mais plasticas que a espécie da caatinga.



Abstract

The lasting presence of anuran amphibian species in the Caatinga, an
environment that has been undergoing a desertification process, raises questions
regarding the physiological and evolutionary aspects involved. The argument that
phenotypic plasticity allows for the survival of populations in face of environmental
changes seems to provide a plausible explanation. Temperature and its variation were
elected as representatives of the desertification process. Based on the evidence that the
Caatinga was originally a humid forest, correspondent values for the Atlantic forest
were used as reference for comparison. The theoretical framework adopted assumes that
the thermal sensitivity of differentiation in anuran larvae is higher than growth
sensitivity (Smith-Gill and Berven, 1979). Our main hypothesis was that the
developmental plasticity of the Caatinga species Rhinella granulosa is greater than
those of Atlantic forest species Rhinella ornata and Rhinella icterica. We compared
thermal reaction norms of growth rate, development time, metamorphic mass and
critical thermal maxima (CTMax) for each species. Larvae were submitted to thermal
regimes typical of the Caatinga and the Atlantic forest. A significant interaction
between thermal mode and variation was detected for both Rhinella ornata and Rhinella
icterica. Forest species appeared very plastic. When submitted to Caatinga thermal
regimes, they displayed double growth rate and a third of development time in
comparison to when they were submitted to Atlantic forest thermal regimes. The larvae
presented individual variation in thermal sensitivity. Indeed, a fraction of the sample
did not follow Smith-Gill and Berven’s rule and displayed thermal sensitivity of
differentiation similar to growth sensitivity. As a consequence, they maintained their
metamorphic mass canalized at 0,25g in face of higher temperatures. Although Rhinella
granulosa’s CTMax was higher than for the forest species, it presented less plasticity.
The results have not supported our hypothesis as the Atlantic forest species seems more

plastic than the Caatinga species.



Introducéo

1. Plasticidade Fenotipica

O conceito de plasticidade fenotipica € muito relevante em questdes que
envolvem a interface entre ecologia e evolucdo. Sua definicdo é a habilidade de um
Unico gendtipo expressar formas alternativas de morfologia, estado fisiolégico e/ou
comportamento em resposta as condi¢cfes ambientais (West-Eberhard, 1989). A grande
vantagem que um fendtipo plastico teria sobre um fenotipo fixo (especialista) é de poder
se ajustar a variacdo ambiental e ndo somente a um Unico ambiente. A importancia do
ambiente na nova sintese da teoria evolutiva ndo foi explicitada em toda sua magnitude
(Schlicting e Pigliucci, 1998). Na visdo tradicional, o ambiente refletia simplesmente as
pressdes de selecdo atuando nos individuos de uma populacdo. A variagdo ambiental era
considerada como ruido, uma “fonte de erro que reduz a precisao de estudos genéticos”,
como escreveu Falconer em seu livro de genética quantitativa (Falconer e Mackay,
1996). Ou seja, a visdao era de que o ambiente, por ser um efeito ndo genético, ndo
contribui diretamente para a mudanga evolutiva, uma vez que evolucdo seja definida
como mudanca de freqiiéncia de genes de uma geracdo a outra (West-Eberhard, 1989).
No entanto, ao pensarmos em plasticidade, compreendemos que o ambiente, além de
selecionar variantes fenotipicos, produz os variantes por meio de sua interacdo com a
genética. Ou seja, a variagdo ambiental contribui para a variagéo fenotipica, o substrato
da selecdo natural.

A visdo tradicional do processo evolutivo ignora fatos conhecidos de longa data
em biologia. Estimulos ambientais ao longo da ontogenia podem gerar alteracdes nas
vias de desenvolvimento ou até mesmo ativacdo de vias distintas, formando fenétipos
alternativos (West-Eberhard, 1989). Essa concepgéo de que eventos de desenvolvimento
podem gerar mudancas fenotipicas de importancia evolutiva remete a década de 1940, e
inclui autores como Schmalhausen e Waddington. Fendmenos como heterocronia
(mudanga no tempo relativo de eventos do desenvolvimento em relagdo ao ancestral) e
heterotopia (mudanca no local de um determinado evento de desenvolvimento em
relacdo ao ancestral) sdo importantes causas de mudancas fenotipicas entre populagdes
(Schlichting e Pigliucci, 1998). Essas mudangas no desenvolvimento séo irreversiveis,
pois h& fixagdo da alteracdo da via de desenvolvimento. Um exemplo dessa plasticidade



irreversivel é da metamorfose facultativa em anfibios (Semlitsch, 1987). Porém,
mudancas fenotipicas reversiveis durante a ontogenia também podem ser importantes
em eventos evolutivos, como sugerido no trabalho de (Gomez-Mestre e Buchholz,
2006).

Recentemente, o debate sobre a importancia do ambiente e da plasticidade
fenotipica em evolucdo culminou em hipoteses alternativas sobre a existéncia de um
controle genético para a plasticidade. Sara Via, uma geneticista, publicou um artigo em
1993 que defende que a plasticidade é um sub-produto da selecdo natural, e ndo um
carater em si, com base genética (Via, 1993). Sua argumentacdo fundamentou-se na
idéia de que cada ambiente possui um 6timo para determinado caréater, e a selecdo de
diferentes médias desse carater nos diferentes ambientes produz uma resposta plastica.
Portanto, para Via, selecdo na prépria plasticidade ndo é necessaria para a evolucdo da
plasticidade adaptativa. Uma resposta direta a esse artigo foi elaborada por (Schlichting
e Pigliucci, 1993): o modelo de Via (1993) é bastante plausivel para as respostas
plasticas que envolvem sensibilidade alélica, mas para as respostas de limiar (que
envolvem vias alternativas de desenvolvimento), genes especificos que regulam essas
vias existem comprovadamente.

A discussdo sobre plasticidade fenotipica e evolucdo envolve respostas que
diferem em caracteristicas importantes. Essas respostas foram categorizadas em
sensibilidade alélica ou modulacdo fenotipica e resposta de limiar ou conversdo de
desenvolvimento (Smith-Gill, 1983). Assim, para entendermos o debate, as
caracteristicas dessas duas respostas precisam ser contrastadas. Segundo Smith-Gill
(1983):

Modulacio fenotipica

e E uma resposta a aspectos fisiologicos;

e Mantém a mesma via de desenvolvimento;

e Ocorre em qualquer estagio do desenvolvimento;
e Produz fenétipos continuos;

e Pode ou ndo ser adaptativa.

Conversao de desenvolvimento

e E uma resposta modulada por controle genético especifico;



e Ativa vias alternativas de desenvolvimento;
e Ocorre em determinados estagios do desenvolvimento;
e Produz fenotipos discretos;

o E adaptativa.

A modulacdo fenotipica é constituida de respostas individuais a fatores
principalmente fisicos devido a sensibilidade de diferentes alelos de loci génicos a esses
fatores. Os mesmos loci sdo expressos em todos os ambientes, sendo que sua expressdo
é regulada por esses fatores fisicos (Schlichting e Pigliucci, 1993). Fatores esses como a
temperatura, que pode regular tanto a quantidade como a atividade (no caso de enzimas)
dos produtos génicos, gerando alteracdes fisico-quimicas de elementos celulares e
teciduais (Schlichting e Pigliucci, 1998). Ja as respostas de conversdao do
desenvolvimento dependem da ativacdo de genes regulatérios distintos em ambientes
distintos, que por sua vez regulam outros conjuntos de genes, que levam a ativacao de
vias alternativas de desenvolvimento. Os casos de plasticidade fenotipica que envolvem
conversdao de desenvolvimento sdo 0s mais estudados por serem respostas muito
especificas ao ambiente e normalmente mais complexas, abarcando varios caracteres de
uma vez. Entre os diversos exemplos, podemos citar: (1) a resposta a luz em
angiospermas (“shade-avoidance response”) e 0s genes de fitocromos (receptores de
luz); (2) a resposta de choque térmico (“heat-shock response™) e os genes de choque
térmico (“hsp genes”- genes que expressam proteinas de choque térmico — as
chaperonas); (3) a resposta a limitacdo de enxofre em cianobactérias e os genes de
ficocianina; e (4) a determinacgdo do sexo dependente de temperatura em répteis e a acao
da temperatura na atividade das enzimas aromatase e redutase (Pigliucci, 1996). Com a
descoberta desses genes de plasticidade, o debate foi resolvido. As respostas plasticas
de conversdo do desenvolvimento possuem base genética especifica, podendo a
plasticidade ser considerada um carater sob acdo da selecdo natural.

As respostas de modulacdo fenotipica, apesar de ndo possuirem controle
genético especifico, podem permitir a permanéncia de uma populacdo diante de uma
mudanca ambiental, e inclusive serem um passo intermediario da evolucdo de uma
resposta mais sofisticada, como a de conversdo do desenvolvimento (Schlichting e
Pigliucci, 1995). Existem teorias sobre as condi¢gbes ambientais que favorecem a
plasticidade e sobre o0s requisitos para que essa resposta surja, lidando principalmente



com conversdo de desenvolvimento, que sdo as respostas com maior chance de serem
adaptativas (Smith-Gill, 1983).

Uma teoria bastante importante ¢ a “Teoria da Aptiddio em Ambientes
Heterogéneos™, desenvolvida por Richard Levins (Levins, 1962; 1963). Levins utilizou
uma abordagem ecoldgica para determinar a aptiddo (medida em numero médio de
filhotes) de uma espécie, considerando toda sua distribuicdo geografica, compreendendo
que os organismos distribuem-se em ambientes nos quais os fatores ambientais variam,
ou seja, nos quais had heterogeneidade/variacdo ambiental. A teoria é baseada na
existéncia de frequéncias distintas de nichos ecoldgicos disponiveis para uma populagédo
e seu efeito na aptiddo da mesma. Para simplificar a modelagem, Levins considerou

apenas dois nichos (1 e 2), organizados em trés tipos de padrdes ambientais:

1. Heterogeneidade espacial — disponibilidade de dois nichos para a populagéo,
em proporgdes fixas ao longo das geracoes;

2. Heterogeneidade temporal — disponibilidade de apenas um nicho (1 ou 2)
para a populacdo, mas em proporcdo variavel ao longo das geracdes;

3. Heterogeneidade espacial e temporal — disponibilidade de dois nichos em

proporcdes variaveis ao longo das geracoes.

Em seu artigo de 1963, Levins considerou um fenotipo influenciado pelo
ambiente de acordo com um coeficiente de plasticidade, que indica a capacidade de
resposta ao ambiente. Nesse novo contexto, a aptiddo de um individuo é derivada da
soma de sua homeostase fisioldgica (tolerancia do organismo a condi¢des ndo-6timas) e
sua plasticidade de desenvolvimento. Se os individuos da populagdo sdo viaveis em
mais de um nicho, o fendtipo 6timo pode variar continuamente com o ambiente
(plasticidade em forma de modulacdo fenotipica) ou ser especifico de cada nicho, se
existir mais de uma via de desenvolvimento no individuo (plasticidade em forma de
conversdo do desenvolvimento). Se os individuos ou toleram um nicho ou toleram o
outro, o polimorfismo genético podera surgir.

Entretanto, apesar da heterogeneidade ambiental, existem outros requisitos para

que uma resposta plastica adaptativa possa surgir e se manter (Newman, 1992):

e Existéncia de dicas ambientais: previsibilidade da mudanca ambiental;



e Capacidade de recepcao e transducdo dos sinais ambientais: conversdo das
dicas ambientais em ativagédo de respostas correspondentes;

e Existéncia de um compromisso de aptiddo em diferentes condicdes
ambientais: um mesmo fendtipo ndo pode ter aptiddo semelhante em
diferentes condi¢gBes ambientais, sendo um fendtipo fixo seria favorecido;

e Ocorréncia de variacdo genética para plasticidade: gendtipos na populacdo
que possuam diferentes respostas plasticas ao mesmo ambiente;

e Selecdo natural atuando na plasticidade: os caracteres plasticos devem ter

uma relacdo com a aptiddo para serem sujeitos a selecao.

A plasticidade fenotipica, portanto, pode ser a resposta mais vantajosa de um
individuo diante de flutuacBes ambientais, mas existem diversas restricdes, como a
auséncia de algum requisito acima ou mesmo a existéncia de custos a origem e/ou a
manutenc¢do da plasticidade (Dewitt, Sih et al., 1998; Relyea, 2002). Porém, respostas
plasticas sdo ubiquas nos organismos, assim como variacbes ambientais na natureza
(West-Eberhard, 1989), indicando que sua interacdo sdo de alta importancia para a

manutencéo e evolucao da vida.

2. Plasticidade fenotipica e Normas de reacao de desenvolvimento

Um marco tedrico apropriado para se estudar plasticidade fenotipica é o conceito
de normas de reacdo de desenvolvimento (NRD). Estas se referem a um conjunto de
ontogenias ou trajetérias que podem ser produzidas por um gendtipo ao ser exposto a
variagdo ambiental interna ou externa ao organismo (Schlichting e Pigliucci, 1998). A
norma de reacdo expressa a relacdo entre genotipo, ambiente e fendtipo de maneira
conjunta (Lewontin, 1974). A idéia de norma de reacdo abarca todas as possibilidades
de respostas plasticas, incluindo plasticidade zero (ou seja, expressao de um fendtipo
fixo independente de alteracGes do ambiente).

Uma concepcdo distinta de plasticidade é a de tratar a expressao de um carater
em diferentes ambientes como caracteres distintos, relacionados por correlacdo genética
(rae = “coeficient of correlation among environments” (Via, Gomulkiewicz et al., 1995).
Essas correlacbes podem ocorrer devido a ligacdo génica, pleiotropia e/ou epistasia de
genes que regulam a resposta plastica. Essa abordagem foca nos mecanismos genéticos



da plasticidade, sem considerar aspectos fisiolégicos ou ecoldgicos, e é limitada para
estudo em somente dois ambientes, restringindo a quantidade de variagdo ambiental a
ser estudada.

A NRD contextualiza os caracteres dos organismos, por levar em conta a
ecologia, e considera o fendbmeno por meio do qual as variagdes fenotipicas séo
produzidas, o desenvolvimento. Sua concepcdo € especialmente importante quando
notamos que a variancia ambiental depende da distribuicdo de genotipos, e a variancia
genética depende da distribuicdo de ambientes (Lewontin, 1974). Além disso, uma
NRD reflete a histéria natural e o potencial futuro de um gen6tipo (Schlichting e
Pigliucci, 1998). As respostas de modulacéo fenotipica e conversdo de desenvolvimento
podem ser representadas como normas de reacdo continuas e discretas, respectivamente
(Figura 1).

Por meio das NRD, o estudo da plasticidade torna-se mais detalhado, sendo
possivel analisar atributos como magnitude e padrdo da resposta plastica, através da
altura e da forma da norma de reacdo (Schlichting e Pigliucci, 1998). Outro aspecto
importante que pode ser visualizado pelas NRD é a ocorréncia de canalizacdo diante de
uma faixa ampla de variagdo ambiental. A canalizagdo € uma caracteristica do sistema
de desenvolvimento, mantida pela selecdo natural, que limita a variacdo final do
fendtipo diante de variacdes ambientais, garantindo o fenétipo 6timo (Waddington,
1942). Waddington (1960) visualizava a selecéo estabilizadora (que elimina variagdes
distantes demais do fendtipo 6timo) em duas formas: a selecdo normalizadora — que
tende a eliminar alelos que produzem fenétipos anormais em condi¢fes ambientais
normais, e a selecdo canalizadora — que tende a eliminar alelos que tornam o sistema de
desenvolvimento sensivel a estresses ambientais. Perante essas consideracfes sobre as

NRD, consideramos seu uso como essencial para este estudo.
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Figura 1. Tipos de respostas plasticas e normas de reacdo correspondentes. As duas respostas
plasticas diferem em seu controle genético e em seu mecanismo de desenvolvimento. Na modulacéo
fenotipica, os mesmos genes sdo expressos em todos os ambientes, mas com diferentes efeitos,
gerando respostas continuas, que sdo as normas de reagdo continuas. A linha vermelha representa
uma norma ndo plastica enquanto a linha preta representa uma norma plastica. Na conversdo de
desenvolvimento, diferentes conjuntos de genes sdo regulados nos diferentes ambientes, gerando
respostas descontinuas, representadas pelas normas de reacéo de limiar. A partir de um determinado
limiar do fator ambiental, uma via distinta de desenvolvimento sera ativada, produzindo um fenétipo
discreto. Modificado de Schlichting e Pigliucci 1995.

3. Mudangas ambientais e Normas de reagéo

A relacdo entre plasticidade e ocupagdo de novos ambientes data desde 1896
com as idéias de Baldwin. Seu modelo tedrico prediz que respostas plasticas adaptativas
de individuos de uma populacdo aumentam sua chance de permanéncia em um novo
ambiente (Baldwin, 1896). A plasticidade em alguns caracteres pode contribuir para a
consténcia adaptativa de outros caracteres, diretamente relacionados com a aptidao, em
diversas condi¢Ges ambientais, permitindo a homeostase funcional em novos ambientes
(Lewontin, 1957; Sultan e Bazzaz, 1993).

Alguns testes do modelo de Baldwin foram feitos, principalmente com plantas.
Os trabalhos de Donohue, Pyle et al. (2001) e Etterson (2004) investigaram a influéncia
da plasticidade de populagdes de plantas em permanecerem em novas condigdes
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ambientais de densidade e clima, respectivamente. Ambos 0s autores realizaram
experimentos de transplante de individuos das populacdes nativas de um ambiente para
outros ambientes e caracterizaram a plasticidade por métodos de genética quantitativa,
inclusive determinando valores de intensidade e direcdo de selegdo. As perguntas
centrais foram: (1) A plasticidade que evolui em resposta a variacdo ambiental dentro de
um ambiente pode influenciar a expressdo fenotipica em um novo ambiente? e (2) As
respostas plasticas surgidas em novos ambientes sdo na direcdo dos valores fenotipicos
favorecidos pela selecdo? Os dois autores concluiram que as respostas a essas perguntas
sdo afirmativas, indicando que a plasticidade pode mitigar perdas de aptiddo, e assim
contribuir para a coloniza¢do de novos ambientes.

Estudos com colonizagdes de novos ambientes por animais s&0 menos comuns,
talvez porque haja uma tradicdo de se estudar plasticidade fenotipica e invasdes
biolégicas em plantas. O trabalho de Yeh e Price (2004) ilustra como a plasticidade
possibilitou a permanéncia de uma populagdo de aves nativas das montanhas em um
ambiente de costa oceénica. Os autores detectaram um aumento da temporada de
reproducdo na populagéo da costa, que foi correlacionada com a aptid@o. A variacao do
tempo de reproducdo se deu por plasticidade das fémeas, e sem 0 aumento desse carater
a populacdo comecaria a diminuir em tamanho.

Estudos como os citados acima apresentam evidéncia forte de como a
plasticidade pode permitir a permanéncia de uma populacdo em novas condicOes
ambientais. Entretanto, Richards, Bossdorf et al. (2006) apontaram que faltam trabalhos
em um contexto comparativo mais amplo para responder a pergunta “Qual o grau de
diferenca na plasticidade de espécies invasoras e ndo-invasoras?”. Acreditamos que essa
pergunta pode ser parcialmente respondida ao compararmos normas de reagdo de
desenvolvimento de espécies com diferentes histérias naturais quanto a
colonizacao/permanéncia em novas condi¢des ambientais.

A concepgdo de normas de reagdo é muito interessante para se estudar
plasticidade diante de novos ambientes, porém pouco utilizada nessa conjuntura (Lee,
Remfert et al., 2003; Richards, Bossdorf et al., 2006). Schmalhausen (1949), em seu
livro “Factors in Evolution”, levantou a idéia de que a parte efetivamente expressa de
uma norma de reacdo depende do ambiente, mas que também existem partes de
potencial expressdo (refletindo a potencialidade do sistema de desenvolvimento em
gerar novos fenotipos — em Pigliucci, 2001). Uma mudanga do ambiente ou uma

migracdo do organismo para outro ambiente podem resultar em partes da norma antiga
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ndo mais expressas nem expostas a selecdo, enquanto outras novas partes serdo
expostas, culminando em uma alteragdo da norma ancestral (Pigliucci, 2001). Essas
idéias traduzem-se atualmente nos conceitos de “normas de reacdo ocultas” e “variagdo
genética criptica” (Schlichting, 2008). Ou seja, haveria a possibilidade de partes da
norma que aparecem somente em novas condi¢cbes ambientais, evidenciando um
potencial de desenvolvimento revelado em novas condi¢des. A expressdo de uma norma
oculta refere-se a expressdo de fen6tipos novos, em relacdo aos fendtipos ancestrais, e
esta relacionada com condi¢cbes ambientais nunca experimentadas pela aquela

populacdo ou de baixa frequéncia de ocorréncia naguele ambiente (Figura 2).

Variavel fenotipica

Novas/Raras Freqlientes

Condicbes ambientais

Figura 2. Padroes possiveis de uma norma de reagdo. Estdo representados trés padrdes de resposta
fenotipica em porgdes de uma norma de reagéo: norma oculta (em vermelho), norma canalizada e norma
plastica. Uma parte oculta de uma norma significa uma expressdo fenotipica que somente se revela em
condi¢bes ambientais novas ou raras, gerando fenétipos ndo produzidos anteriormente, ou seja, ha
liberagdo de variagdo fenotipica escondida ou criptica. A parte canalizada de uma norma refere-se a
porcéo ndo plastica, que ndo varia em seu valor fenotipico diante de variagdes ambientais. Estas
provavelmente sdo variagbes comumente encontradas pelos individuos, mas as quais o organismo ndo é
sensivel. Finalmente, a norma plastica €é expressa em condi¢des freqientes porém que flutuam,
originando variacdo no valor fenotipico conforme sua aptiddo nas determinadas condicles, se a
plasticidade for adaptativa. Modificado de Schlitching 2008.

No contexto da pergunta se espécies mais invasoras sdao mais plasticas,
esperamos que as invasoras sejam capazes de expressar esses novos fendtipos ao
colonizarem ou permanecerem em um novo ambiente, enquanto que as espécies néo-
invasoras nédo teriam a plasticidade de sua norma de desenvolvimento suficiente para

iSS0.
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4. A caatinga como um novo ambiente e a Fauna de anfibios anuros

O bioma brasileiro da caatinga possui caracteristicas Unicas: clima semi-arido
com a mais alta radiacdo solar, a mais alta temperatura média anual, as mais baixas
taxas de umidade relativa, evapotranspiracdo potencial mais elevada e precipitagdes
mais baixas e irregulares, limitadas a um periodo muito curto do ano, geralmente dois a
trés meses (Reis, 1976). A ocorréncia dos ciclos de chuva e seca e a precipitacdo
altamente imprevisivel também sdo aspectos Unicos da caatinga como bioma brasileiro
(Nimer, 1972). No entanto, muitas evidéncias sugerem que a caatinga ndo foi sempre
assim (Bigarella e Andrade-Lima, 1982; Hartwig e Cartelle, 1996; de Vivo, 1997;
Carnaval, 2001), e que seu clima atual foi resultado de um processo de aridificagéo
iniciado a aproximadamente 10.000 anos.

Segundo vérios estudos, antes da aridificacdo, a caatinga assemelhava-se a uma
floresta Umida. Uma das evidéncias mais contundentes foi o achado de um fossil de um
novo género de macaco (Caipora bambuiorum) na caatinga baiana, datado do
Pleistoceno tardio (cerca de 10.000 anos atras), que foi estimado em ter um peso muito
acima dos macacos recentes da mesma familia. Esse macaco foi considerado como um
mega-herbivoro, e 0s autores sugeriram que na época em que Viveu, a area deveria ser
uma floresta para poder sustentar um animal como esse (Hartwig e Cartelle, 1996).
Outro autor que defende a origem recente da caatinga a partir de uma floresta é de Vivo
(1997). Ele aponta como evidéncias para isso a disjuncédo da distribuicdo de populacoes
de conspecificos de mamiferos das florestas atlantica e amazonica (sugerindo que havia
uma continuidade entre essas duas florestas por meio da caatinga) e a falta de
adaptacdes fisiologicas da fauna de mamiferos as condigdes semi-aridas.

Um estudo sobre filogeografia de quatro espécies de anfibios anuros em
remanescentes de floresta (brejos) na caatinga também suporta a hipotese desse bioma
ter sido uma floresta (Carnaval, 2002). A autora estudou populacGes da mesma espécie
com distribuicdes separadas nos brejos da caatinga e na propria mata atlantica, e
descobriu que as popula¢des séo relacionadas geneticamente. Como é muito improvavel
que as populacdes de mata tenham atravessado a caatinga para manter o fluxo génico
com as populacbes dos brejos, a autora sugeriu que a mata foi conectada a caatinga em
um passado recente, ja que a diferenciacdo genética entre as populacdes da mesma
espécie é pequena.
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Considerando todas essas evidéncias, podemos caracterizar a caatinga como um
ambiente recente, e portanto muito interessante para se estudar a manutencdo de
espécies representando diferentes linhagens, inclusive evidenciando adaptacdo as novas
condi¢cdes climaticas. A possibilidade da caatinga ter sido uma floresta Umida, um
habitat tdo diferente do regime semi-arido atual, favorece ainda mais a escolha desse
bioma como um sistema de estudo. Neste contexto, muitos organismos poderiam ser
estudados. Contudo, escolhemos os anfibios anuros como modelo por diversas razdes.

A fauna de anuros é bem caracterizada para a caatinga. As familias Hylidae,
Bufonidae, Microhylidae, Phyllomedusidae, Pipidae e Leptodactylinae (subfamilia da
antiga Leptodactylidae Lynch, 1971), possuem representantes nesse habitat, mas apenas
as duas primeiras sdo diversas, com mais de 15 espécies, sendo as demais familias
representadas por apenas duas espécies. Um aspecto extremamente relevante é que ndo
ha anuros endémicos na caatinga (Trefaut-Rodrigues, 2003). Talvez a Unica excecdo
seja a espécie Corythomantis greeningi, um hilideo que possui co-ossificacdo do cranio
e se esconde em buracos em arvores (Jared, Antoniazzi et al., 2005).

Além disso, algumas caracteristicas climaticas da caatinga pareceram-nos
adversas dada sua sazonalidade na disponibilidade de agua e suas altas temperaturas,
particularmente nos sitios de reproducdo das espécies de anuros. Parece-nos, portanto,
que a aridificacdo que ocorreu na regido da caatinga reduziu drasticamente a diversidade
de anuros. Porém, algumas espécies continuam 14, e a sua presenca leva a perguntas
sobre quais mecanismos permitiram essas espécies a se manterem nesse novo ambiente.

5. Plasticidade fenotipica em larvas de anfibios anuros

Respostas como polimorfismo genético, selecdo de microhabitats e plasticidade
fenotipica podem contribuir para as populacdes lidarem com a heterogeneidade
ambiental (Van Buskirk, Mccollum et al., 1997). Considerando como objeto de estudo
as larvas dos anfibios anuros, supusemos que as respostas de plasticidade de
desenvolvimento seriam mais relevantes para a sobrevivéncia na caatinga que as demais
respostas citadas acima. Respostas como selecdo de microhabitats ou estivacdo parecem
relevantes para os adultos de anuros. Essas estratégias foram reportadas para algumas
espécies que habitam a caatinga, como Corythomantis greeningii, que seleciona
microhabitats protegidos e Umidos (Jared, Antoniazzi et al., 1999), e Pleurodema
diplolistris, que permanece enterrado em areia ao longo da seca (observagdes pessoais).

No entanto, é bastante improvavel que as larvas de anuros da caatinga tenham uma
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amplitude grande de escolha de microhabitats nas pocas em que habitam (muitas vezes
pequenas e rasas), € uma estratégia como a estivacao ocorre somente em fases apés a
metamorfose.

A hipétese de polimorfismo genético poderia ser importante na caatinga, mas
somente se a tolerancia a fatores ambientais de uma parcela da populagdo de larvas
fosse distinta do resto (Levins, 1963). Essa resposta resultaria em variantes genéticos
especificos para determinados ambientes, ja que nesses casos um alelo é favorecido em
um ambiente enquanto outro alelo é favorecido em outro ambiente (Falconer e Mackay,
1996). Contudo, ndo ha uma razdo forte para supormos que a tolerancia seria diferente
entre partes da populacdo de larvas de uma espécie, uma vez que a sazonalidade de
chuvas da caatinga favorece o uso de microhabitats temporarios por todos os individuos.

Larvas de anfibios anuros sdo muito estudadas quanto a plasticidade fenotipica.
Existem diversos modelos na literatura criados para explicar a variabilidade no tempo
de desenvolvimento e no tamanho ou massa na metamorfose nesses organismos (por
exemplo, Wilbur e Collins, 1973; Smith-Gill e Berven, 1979; Werner, 1986). O modelo
de Wilbur e Collins (1973) prediz que o tempo de desenvolvimento é regulado pela taxa
de crescimento e por pressdes ecoldgicas. Os autores trabalharam com Rana sylvatica e
niveis de alimentagdo ou densidade, e notaram que 0s recém-metamorfoseados
possuiam uma faixa limitada de massa em comparacdo com as larvas. Eles propuseram
que existiam um limite minimo (denominado “b”) para a massa na metamorfose,
imposto evolutivamente pela pequena sobrevivéncia de metamorfos de pouca massa, e
um limite maximo (denominado “b + ¢”), imposto pelo risco de morte apresentado no
habitat aquatico. Segundo Wilbur e Collins, a larva continua a crescer se sua historia
recente de crescimento € maior que um determinado limiar de taxa de crescimento
(denominada “g”). Posteriormente, Werner (1986) expandiu o modelo de Wilbur e
Collins ao verificar que o potencial de crescimento na fase terrestre influencia a selegédo
da massa na metamorfose. Um exemplo dado foi de Rhinella (Bufo) marina, na qual
99,9% do crescimento total ocorre na fase terrestre. Werner considerou que o tamanho
6timo na metamorfose depende da taxa de crescimento e da mortalidade no habitat
aquatico e no habitat terrestre, determinando assim um compromisso entre taxa de
crescimento e risco de mortalidade. O tempo 6timo de desenvolvimento ocorreria
quando o compromisso fosse 0 menor nos dois habitats.

O modelo de Smith-Gill e Berven (1979) foi o primeiro em destacar a relevancia

da taxa de diferenciacdo na determinacdo do tempo até a metamorfose e da massa na
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metamorfose. Esse modelo possui um carater mais fisiologico diante dos outros dois
modelos citados, que sdo mais ecoldgicos, por acessar as sensibilidades térmicas dos
fenbmenos do desenvolvimento. Smith-Gill e Berven construiram normas de reacdo
para as taxas de crescimento e diferenciacdo em trés espécies de Rana, diante de quatro
temperaturas. Essas normas sdo denominadas normas de reacdo térmicas, e seus
coeficientes angulares correspondem a sensibilidade térmica das espécies em
fendmenos do desenvolvimento. Quanto mais inclinada a norma térmica, maior a
sensibilidade a temperatura, pois o fenotipo se altera mais com a temperatura. Os
autores verificaram que a sensibilidade térmica das taxas de crescimento é menor que a
sensibilidade da diferenciacdo, indicando que a temperatura altera mais a diferenciacéo
das larvas de Rana que o crescimento. Essa regra de sensibilidade resulta em menor
massa na metamorfose em maiores temperaturas, pois a diferenciacdo € mais acelerada
que o crescimento, gerando metamorfos de idades precoces e massa menor.

O modelo de Wilbur e Collins (1973) foi testado e confirmado empiricamente
por alguns autores (por exemplo, Morey e Reznick, 2000). A expansdo de Werner
(1986), junto das consideracdes dos argumentos de Smith-Gill e Berven (1979), foram
utilizados para a inclusdo de outros parametros considerados importantes na ecologia e
fisiologia das larvas de anfibios anuros, como a possibilidade de fixacdo do tempo de
desenvolvimento (Hensley, 1993; Hentschel, 1999) e de taxas de mortalidade que
variam com o tempo (por exemplo, Rudolf e Rédel, 2007). Apesar das diferencas entre
os diversos modelos, todos o0s estudos apontam para uma alta plasticidade das larvas de
anfibios anuros. Diante disso, e das consideracfes sobre os estudos que confirmaram a
acdo da plasticidade na colonizacdo de novos ambientes, hipotetizamos que as larvas
das espécies que se mantém na caatinga possuem alta plasticidade de desenvolvimento

em comparagdo com larvas de espécies que ndo se mantiveram nessa bioma.

6. Abordagem comparativa de normas de reacao

Uma das maneiras de se determinar se as larvas dos anuros da caatinga possuem
alta plasticidade fenotipica de desenvolvimento é por comparacdo com anuros de outros
biomas, para se ter uma referéncia. Nés escolhemos o bioma da floresta atlantica como
0 comparativo por trés razdes principais: (1) Suas caracteristicas climaticas atuais
devem ser proximas de como era a caatinga antes da aridificacdo, (2) Seu padrdo de
heterogeneidade ambiental remete a heterogeneidade anterior da caatinga e (3) Existe
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sobreposicdo de géneros de anuros na floresta atlantica e na caatinga, permitindo uma
melhor separacéo entre os fatores filogenia e ecologia (Harvey, 1996). A situacédo ideal
para a nossa hipotese seria comparar a plasticidade da populacdo de larvas de anuros
antes, durante e depois do processo de aridificacdo, mas essa condigdo é impraticavel. A
abordagem comparativa de espécies de um bioma similar as condi¢cdes prévias da
caatinga, como a floresta atlantica, e da propria caatinga atual, ¢ uma opg¢do viavel e
interessante.

Estudos comparativos de plasticidade e normas de reacdo em larvas de anfibios
anuros foram bastante raros até a década de 90. Mais recentemente, o interesse pela
evolucdo de normas de reacdo em anuros culminou no aumento de trabalhos com varias
espécies e no uso de estatistica filogenética para analise dos dados em alguns estudos
(Blouin, 1992; Morand, Joly et al., 1997; Morey e Reznick, 2000; Buchholz e Hayes,
2002; Van Buskirk, 2002; Morey e Reznick, 2004; Gomez-Mestre e Buchholz, 2006).
Com esses estudos, as respostas classicas de plasticidade em larvas de anuros puderam
ser testadas em um contexto evolutivo, indicando a permissividade da relagdo entre
mudancas na variacdo de fatores ambientais e de plasticidade das espécies, além de se
determinar o quanto a evolucao da plasticidade é restringida por inércia filogenética.

Os trabalhos de Morey e Reznick (2000, 2004) sdo 6timos exemplos da
abordagem comparativa de normas de reacdo em larvas de trés espécies de Scaphiopus,
que diferem em seu grau de efemeridade de seus habitats aquaticos. Os autores
concluiram que as trés espécies possuem normas de reacdo no periodo larval muito
similares, quando as larvas foram expostas a oito niveis de alimentacdo. Esse resultado
era esperado, uma vez que as trés espécies possuem alto parentesco filogenético.
Contudo, a parte da norma do periodo larval expressa pela espécie de habitat mais
efémero na natureza, S. couchii, foi distinta das demais espécies. A parte da norma de S.
couchii expressa em seu ambiente natural é a porcdo invariavel no periodo larval,
portanto essa espécie ndo apresenta plasticidade de desenvolvimento em condicdes
naturais de alimentacdo, sendo o periodo larval sempre curto, condizente com um
habitat que permanece por pouco tempo (Morey e Reznick, 2004). Porém, S. couchii
ndo perdeu o potencial de desenvolvimento (expresso como a parte “oculta” na natureza
da norma de reacdo) de expressar uma norma similar as outras espécies que habitam
ambientes diferentes.

Os achados de Morey e Reznick (2000, 2004) foram expandidos por Buchholz e
Hayes (2002), que estudaram dez espécies aparentadas filogeneticamente de quatro
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géneros: Pelobates e Pelodytes, do velho mundo, e Scaphiopus e Spea, do novo mundo.
Buchholz e Hayes (2002) construiram normas de reacdo de periodo larval e tamanho na
metamorfose diante de trés temperaturas, que representaram a variacdo na média dos
habitats naturais das espécies estudadas. As taxas de desenvolvimento foram diferentes
para as espécies do velho e novo mundo, mais rapidas nas ultimas, enquanto que as
taxas de crescimento foram mais similares entre todas as espécies. Os autores sugeriram
que os periodos larvais curtos em Scaphiopus e Spea evoluiram ap0s a divergéncia de
Pelobates e Pelodytes em resposta ao aumento da efemeridade dos sitios de reproducéo
dessas espécies, ao longo da desertificacdo de seu habitat. Esse trabalho, em especial,
mostra como a abordagem comparativa de normas de reagdo pode esclarecer a evolugéo

de plasticidade de um grupo diante de mudancas ambientais.

7. O fator temperatura na caatinga e

Normas de reacéo térmicas em larvas de anuros

O processo de aridificacdo da caatinga € um fendmeno relacionado com a
gradual reducdo da pluviosidade e com sua irregularidade sazonal (Nimer, 1972).
Porém, apesar da mudanca no fator pluviosidade ser primordial na transicdo para uma
maior aridez, outros fatores também mudaram concomitantemente. No caso da
temperatura, a vegetacao mais aberta caracteristica de regides semi-aridas, permite uma
maior incidéncia de radiacdo solar, aumentando a temperatura média do ar. As
temperaturas da caatinga estdo entre as mais altas do pais (Reis, 1976), sendo por
conseguinte um fator que representa a mudanca ambiental que ocorreu e que ainda
ocorre nessa regiao.

A temperatura do corpo é um dos fatores ambientais mais influentes para
animais ectotermos devido a sua interferéncia em taxas enziméticas e bioquimicas
(Hochachka e Somero, 2002). Além desse efeito direto nos processos bioquimicos, a
temperatura também afeta padrdes de atividade — tipo e duracdo (Bellis, 1962) e
conseqlientemente a taxa na qual energia e nutrientes podem ser obtidos e assimilados
(Berven, 1982). Pelos efeitos importantes da temperatura sobre o desempenho
comportamental, fisiolégico e ecoldgico, muitos estudos com anfibios anuros
correlacionam a variagdo térmica com medidas de sobrevivéncia e aptiddo. Esses
estudos salientam parametros fisiologicos com clara relevancia ecoldgica, como curvas

de desempenho comportamental (Huey e Stevenson, 1979; Berven, 1982; Navas, 1996),
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mas também pardmetros classicos da fisiologia térmica, como tolerancia térmica
(Brattstrom, 1968; Sherman, 1980; Floyd, 1982). Finalmente, a relacdo da temperatura
com a variacao na plasticidade, especialmente nas larvas, também culminou em muitos
trabalhos (por exemplo, Smith-Gill e Berven, 1979; Newman, 1989; 1998; Morey e
Reznick, 2000; Alvarez e Nicieza, 2002; Buchholz e Hayes, 2002; Olsson e Uller, 2002;
Niehaus, Wilson et al., 2006).

As tolerancias térmicas minima e maxima de uma espécie podem ser avaliadas
pelos pardmetros denominados temperatura critica minima e méaxima (TCMin e
TCMax, respectivamente). Esses parametros, em teoria, representam as temperaturas
corpéreas nas quais os individuos ndo conseguem mais desempenhar atividades
ecoldgicas (Huey e Stevenson, 1979; Figura 3), e podem ser medidos com referéncia ao
controle motor ou a sobrevivéncia (Lowe e Vance, 1955).

Bayard H. Brattstrom (1968) mostrou que esses parametros estdo relacionados
com a distribuicdo geogréafica de varias espécies de anuros. Brattstrom descreveu que
anuros tropicais ndo toleram temperaturas baixas, como entre 5°C e 15°C e que as
espécies habitantes de maior latitude sdo mais tolerantes ao frio. Navas, Antoniazzi et
al. (2007) verificaram que os juvenis de Rhinella granulosa, anuro presente na caatinga,
toleram até 44°C, a TCMax mais alta relatada para o género. Esses trabalhos mostram
que as espécies de anuros sdo capazes de ajustar evolutivamente suas tolerancias

térmicas em relacdo ao ambiente em que habitam.
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Figura 3. Curva de desempenho e faixa de tolerancia térmica. O esquema mostra
onde se inserem 0s parametros temperatura critica maxima e minima na curva de
desempenho. Os limites térmicos determinam a faixa de toleréncia, fora da qual o
desempenho dos individuos € seriamente comprometido. Também esta apresentada a
temperatura 6tima, na qual o desempenho é maximo. Modificado de Huey e Stevenson
1979.
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Entretanto, o processo plastico de aclimatacdo também pode contribuir para o
aumento da tolerancia térmica. A aclimatacdo corresponde a uma mudanga continua na
organizacdo fisiologica em resposta direta a variacbes de temperatura (Hutchison,
1961). O processo de aclimatacdo faz parte de um exemplo classico de resposta plastica
do tipo conversdo de desenvolvimento, que se manifesta em espécies de todos os reinos
(Pigliucci, 1996). Os individuos, apds permanecerem um certo periodo de tempo em
temperaturas mais elevadas, aclimatando-se, toleram por mais tempo ou toleram
temperaturas mais elevadas que antes de se aclimatar (Loeschcke, Krebs et al., 1994).
Em invertebrados e plantas, a base molecular e genética para essa resposta plastica é
bem conhecida: o aumento da expressdao das proteinas denominadas chaperonas (“heat-
shock proteins™ ou hsp). As chaperonas interagem com outras proteinas minimizando a
probabilidade destas realizarem interacdes inapropriadas com as demais proteinas. Elas
reconhecem conformagdes ndo-nativas de proteinas e podem ajustar sua conformacao

ou marca-las para degradacdo (Feder e Hofmann, 1999).

Além da reposta de conversdo de desenvolvimento da aclimatacdo, a
temperatura pode suscitar respostas de modulagédo fenotipica, através de seus efeitos na
sensibilidade térmica do aparato celular envolvido com o desenvolvimento das larvas. O
trabalho de Smith-Gill e Berven (1979), ja citado anteriormente, foi um dos pioneiros
em determinar a sensibilidade térmica das taxas de crescimento e diferenciacdo. Em
outros trabalhos, Berven mostrou que a sensibilidade térmica do desenvolvimento pode
evoluir, tornando-se mais baixas em popula¢des de R. clamitans da montanha que das
terras baixas (Berven, Gill et al., 1979); e que as populacdes de montanha de R.
sylvatica apresentam adaptacOes a esse ambiente, como maior tamanho de ovos e
ninhos (Berven, 1981; Berven, 1982).

Apesar da grande quantidade de estudos com larvas de anuros e temperatura, 0
efeito da variacdo da temperatura, além do efeito da média, € pouco esclarecido.
Recentemente, foi realizado um estudo direcionado a identificar diferencas no
crescimento, desenvolvimento, e no desempenho locomotor em Limnodynastes peronii,
diante de um regime térmico com flutuacBes diurnas (atingindo temperaturas mais
elevadas) e outro constante, mas de igual média. As larvas do regime variavel cresceram

mais, tiveram menor periodo larval e menor massa. Os autores destacaram que a
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variacdo térmica causou os mesmo efeitos de altas temperaturas constantes (Niehaus,
Wilson et al., 2006).

Considerando os microhabitats nos quais as larvas de anuros desenvolvem-se na
caatinga, supusemos que tanto os valores de média e moda de temperatura seriam
importantes e representativos da mudanca ambiental nesse bioma, quanto os valores de
variacdo térmica. As pocas temporarias devem ser mais utilizadas na caatinga que na
floresta atlantica, pois as primeiras chuvas na caatinga originam somente esse tipo de
microhabitat, que é amplamente utilizado para reproducdo por praticamente todas as
espécies de anuros (observagdes pessoais). Hipotetizamos que esse tipo de microhabitat,
pocas temporarias, deveria ter alta variacdo de temperatura ao longo do dia, em
comparacdo com 0s corpos de agua permanentes encontrados comumente na floresta
atlantica. Desse modo, a variacdo da temperatura seria um fator tdo relevante quanto a
tendéncia central da mesma de ser estudado na comparacdo da plasticidade fenotipica
das larvas dos dois biomas. Escolnemos o género Rhinella como objeto de estudo, pois
sua distribuicdo ¢ muito ampla, abrangendo todos os biomas do Brasil (Duellman e
Sweet, 1999), e sua fisiologia térmica é bastante versatil (Brattstrom, 1962; Navas,
2002). Além disso, o uso de diversos tipos de corpos de agua pelas espécies, incluindo
pogas temporarias (Heyer, 1990), torna o género um bom candidato a exibir ajustes de

carater fisiolégico ao longo de gradientes ambientais.
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Objetivos

1. Objetivo geral

Diante de todo o0 exposto acima, tivemos como objetivo comparar a plasticidade
fenotipica de pardmetros relevantes na sobrevivéncia e no desenvolvimento das larvas
das espécies Rhinella ornata e Rhinella icterica, presentes na floresta atlantica, e
Rhinella granulosa, presente na caatinga, por meio da abordagem de normas de reagéo
térmicas. Como hipotese geral propusemos que R. granulosa é mais plastica nesses
parametros que R. ornata e R. icterica.

2. Objetivos especificos

Caracterizar a variagdo ambiental dos locais de estudo quanto ao clima geral e

quanto a variagdo de fatores ambientais dos microhabitats larvais;

e Descrever a variacdo natural de plasticidade na massa estagio-especifica das
espécies em estudo;

e Analisar a sobrevivéncia e a plasticidade da massa na metamorfose das espécies

em experimentos de campo;
e Comparar as normas de reacdo bivariadas (relagdes entre variaveis dependentes)
e as normas de reacdo de variacdo térmica (quanto aos parametros de

desenvolvimento) das espécies R. ornata e R. icterica;

e Comparar as normas de reacao de tolerancia térmica das larvas das trés espécies.

22



Conclusoes

1. A heterogeneidade de temperatura dos microhabitats larvais da
floresta atlantica € maior que a da caatinga, especialmente no aspecto

temporal;

2. A heterogeneidade de variagcdo térmica dos microhabitats larvais

suscita plasticidade na massa na metamorfose das larvas;

3. A sobrevivéncia das larvas em regimes térmicos mais quentes ndo

parece limitar a manutencao das espécies nessas condicoes;

4. Existe variacdo individual na sensibilidade térmica das larvas de R.

ornata e R. icterica quanto aos processos de desenvolvimento;

5. A regra de Smith-Gill e Berven (1979) de sensibilidade térmica
diferencial da diferenciacdo e do crescimento ndo se aplica a todos os

individuos larvais de R. ornata e R. icterica;
6. R. ornata é mais sensivel a variacdo térmica que R. icterica,
perdendo massa em maior variagdo da temperatura devido a um

possivel compromisso de alocacéo;

7. Existe interagdo entre moda e variagdo da temperatura nas variaveis

de desenvolvimento;
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8. Foram detectados um custo de plasticidade nos regimes térmicos
frios e um ganho de canalizacdo da massa na metamorfose nos

regimes térmicos quentes nas larvas de R. ornata e R. icterica;
9. A canalizagcdo da massa das larvas de R. ornata e R. icterica nos
regimes tipicos da caatinga € resultado da fuga da regra de Smith-

Gill e Berven (1979);

10. R. granulosa apresenta maior Temperatura Critica Maxima e menor

tolerancia ao aquecimento que R. ornata e R. icterica;

11. Em conjunto, os resultados obtidos ndo corroboraram a hipotese de

que a espécie da caatinga € mais plastica que as espécies de floresta.
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