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RESUMO

A polui¢do luminosa cresce constantemente com o avango da urbanizacdo. Ela traz mudancas
nos padrdes de claro e escuro dos ambientes, alterando o fotoperiodo. Anuros modificam o
padrao de vocalizagdo ao longo das fases da lua, o que indica que sdo sensiveis a mudangas de
iluminacdo. Dessa forma, nosso objetivo foi avaliar a influéncia da iluminagdo publica em
aspectos sazonais e temporais (horas da noite) da atividade de vocalizacdo de espécies de
anuros, além de avaliar o efeito de um pulso de luz no comportamento de vocalizagdo. Para
1ss0, gravamos as vocalizagdes de anuros uma vez por més, das 19h as 07h, ao longo de um
ano, em trés sitios reprodutivos (unidades amostrais) com influéncia de iluminagao publica e
trés sem influéncia no sul do Rio Grande do Sul, Brasil. Além disso, geramos um pulso de luz
de dois minutos sobre as comunidades de anuros nos dois tipos de unidades amostrais.
Algumas espécies de anuros modificaram o més de pico de atividade de vocalizacdo na
presenga de iluminagdo artificial e diminuiram a extensdo da temporada de vocalizacdo. A
iluminagao artificial ndo alterou o periodo de inicio de atividade de vocalizagdo nem o tempo
dedicado a vocalizagdo ao longo da noite das espécies analisadas, mas o periodo de
encerramento da atividade foi mais cedo nas unidades com iluminagdo para Pseudis minuta.
Além disso, ocorreu alteracao na distribui¢do da atividade de vocaliza¢do ao longo da noite
para algumas espécies na presenga de iluminagdo artificial. O pulso de luz inibiu a atividade
de vocalizacdo somente de individuos das unidades amostrais sem iluminagdo, indicando
adaptag@o a luz pelos anuros. A iluminagdo publica proxima a sitios reprodutivos alterou
aspectos sazonais e temporais da atividade de vocalizacdo de algumas espécies, fato que pode
diminuir o sucesso reprodutivo, devido a menores chances de atragdo de fémeas e
investimento de energia em periodo inadequado. A inibigdo de vocalizagao por pulso de luz
pode ser gerada por luzes de veiculos, dessa forma, em locais com grande trafego, muitas
inibi¢des podem prejudicar a reprodugdo. Indicamos que areas umidas sejam iluminadas
somente quando necessario, preferencialmente com lampadas de curto espectro, € que a

iluminacao seja feita com luminarias adequadas.

Palavras-chave: iluminacao publica; polui¢do luminosa; Amphibia, vocalizagdo, reproducao.



ABSTRACT

Light pollution is constantly increasing as urbanization progresses. It brings changes in the
light and dark patterns of the surroundings by changing the photoperiod. Anurans modify the
vocalization pattern throughout the phases of the moon, which indicates that they are sensitive
to changes in lighting. Thus, our objective was to evaluate the influence of public lighting in
seasonal and temporal aspects (night hours) of the activity of vocalization of species of
anurans, in addition to evaluating the effect of a pulse of light on the behavior of vocalization.
For this, we recorded anurans vocalizations once a month, from 7:00 p.m. to 07:00 a.m., over
a year, in three reproductive sites (sample units) with influence of public lighting and three
without influence in the south of Rio Grande do Sul, Brazil. In addition, we generated a two-
minute light pulse over the anuran communities in both sample units. Some species of
anurans modified the peak month of vocalization activity in the presence of artificial lighting
and decreased the extension of the vocalization season. Artificial lighting did not alter the
period of initiation of vocalization activity or the time dedicated to vocalization during the
night of the analyzed species, but the period of activity closure was earlier in the units with
lighting for Pseudis minuta. In addition, there was a change in the distribution of vocalization
activity during the night for some species in the presence of artificial lighting. The pulse of
light inhibited the activity of vocalization only of individuals of the sample units without
illumination, indicating adaptation to light by the anurans. Public lighting near reproductive
sites altered seasonal and temporal aspects of the vocalization activity of some species, a fact
that may decrease reproductive success, due to the lower chances of attraction of females and
energy investment in an inadequate period. Inhibition of light pulse vocalization can be
generated by vehicle lights, so, in places with high traffic, many inhibitions can impair
reproduction. We advise that wet areas are only illuminated when necessary, preferably with

short-range lamps, and that lighting is made with suitable luminaires.

Key-words: street lighting; light pollution; Amphibia, vocalization, reproduction.



Apresentacao

Esta dissertacdo estd dividida em trés partes. A primeira consiste em uma introducao
geral que aborda os conhecimentos existentes sobre os efeitos da iluminagdo artificial, usada
em larga escala nos ambientes naturais, em diversos grupos de animais, principalmente em
anuros, que sao o foco do trabalho. A segunda parte do trabalho contém um manuscrito, que
sera submetido a revista Canadian Journal of Zoology, e que esta organizado em: introducao,
material e métodos, resultados, discussdo, referéncias, tabelas e figuras. Na terceira e Ultima
parte desta dissertagdo constam as consideragdes finais, que abordam o que o trabalho trouxe
de novo para o conhecimento dos efeitos da iluminagdo artificial em anuros € o que ainda
precisa ser feito para elucidar este assunto. Esta dissertacdo segue o modelo sugerido pelo
Programa de Pos Graduagdo em Biologia de Ambientes Aquaticos Continentais e segue as
normas de formatacdo da revista Canadian Journal of Zoology, que estdo resumidas nos

anexos desta dissertacao.
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INTRODUCAO GERAL

A poluicdo luminosa esta presente em quase todos os paises do mundo.
Aproximadamente dois ter¢os da populagdo mundial e até 99% da populagdo dos paises mais
industrializados convivem com um alto nivel de polui¢do luminosa (Cinzano et al. 2001). Do
ponto de vista ecoldgico, esse tipo de poluicao ¢ definida pela alteragdo dos padrdes naturais
dos ciclos de luz e escuro nos ecossistemas, e ¢ gerada por intervengdes antrdpicas, como
instalacao de postes de luz, iluminagao de edificagdes e luzes de veiculos (Longcore e Rich

2004).

A interferéncia da luz artificial no ambiente teve inicio com a criagdo e
comercializacdo da lampada incandescente, no século XIX. Desde la, diversos tipos de
lampadas foram desenvolvidas, como as de vapor de mercurio, vapor de sodio ¢ as de LED,
na busca de uma maior eficiéncia luminosa (quantidade de limen emitido por watts). Uma
eficiéncia luminosa alta consiste em uma lampada emitir um maior fluxo luminoso (lumens) o
qual esteja associado a uma menor poténcia elétrica (watts), e assim consumindo o minimo
possivel de energia/limen (Dambisk 2007). Em projetos de urbanizacdo, a escolha do tipo de
lampada a ser usada ¢ feita com base em sua eficiéncia luminosa e de seu tempo de duragao.
Além disso, o espectro das lampadas também deve ser adequado ao tipo de local a ser
iluminado. Em locais em que ¢ necessaria uma boa visibilidade, como em escritorios e lojas,
buscam-se lampadas com uma composi¢do espectral ampla, que permitam uma maior
reproducdo de cores para visdo humana (Freitas 2006). Enquanto que em locais que permitem
uma menor reproducdo de cores, como em parques e vias publicas, podem-se utilizar
lampadas com menor composi¢do de espectro, como as de vapor de sddio de baixa pressdo,
que emitem uma luz amarelada (Freitas 2006). Porém, utilizam-se também lampadas de

amplo espectro na iluminag@o publica, como as ldmpadas de vapor de merctrio e de sodio de
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alta pressao (Rodrigues et al. 2010). Todavia, apenas recentemente a possibilidade de impacto
dessa introducao de iluminagdo nos ambientes sobre a fauna vem sendo considerada

importante para os processos de planejamento da iluminagao publica.

Para minimizar impactos da iluminagdo artificial sobre a fauna, indica-se evitar a
iluminacdo excessiva de ambientes naturais. Além disso, ¢ importante a utilizacdo de
luminarias que direcionem a luz somente para o local que precisa ser iluminado, evitando
dissipacdao da luz no ambiente (Barghini 2008). Também ¢ indicado que se evite o uso de
lampadas de amplo espectro, devido ao fato de que as diferentes espécies de animais
respondem de forma distinta a diferentes comprimentos de onda, entdo a utilizacao de
lampadas de amplo espectro atingiria um maior niimero de espécies (Gaston et al. 2012). E
por fim, ¢ indicado que a duragdo da iluminacdo seja limitada somente por um tempo
necessario e que a intensidade da iluminagdo seja diminuida, quando possivel (Gaston et al.

2012).

Diversos estudos tém sido realizados para se observar os efeitos da iluminagdo
artificial e da consequente alteracdo nos ciclos naturais de luz e escuro em diferentes grupos
de animais. Alguns dos estudos avaliaram esses efeitos sobre tartarugas marinhas, aves e
insetos. Em praias iluminadas artificialmente, os filhotes de tartarugas ficam desorientados
apos sairem dos ovos, caminhando em direcao as luzes artificiais ao invés de irem em dire¢ao
ao mar (Peters e Koen 1994). Isso pode aumentar a mortalidade dos filhotes por desidratagao
e/ou exaustdo além de aumentar seu risco de predagao (Perry et al. 2008) e consequentemente
diminuir o recrutamento populacional (Dimitriadis et al. 2018). As aves por sua vez, podem
ser atraidas para as luzes artificiais da iluminacdao publica, o que pode fazer com que as
espécies migratorias saiam de suas rotas durante a migragdo ou até mesmo ocorrer
mortalidade por colisdo com postes (Gauthreaux e Belser 2006). A iluminagdo artificial

também pode alterar as relacdes interespecificas naturais das comunidades (Longcore e Rich
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2004). A luz atrai grande quantidade de insetos (Eisenbeis e Hanel 2009), que tém
mortalidade aumentada devido ao favorecimento do forrageio de espécies insetivoras, que sao
atraidas por essa maior disponibilidade de alimento. Esse efeito foi relatado para alguns
morcegos (Blake et al. 1994) e anfibios (Buchanan 2006). A atracdo de animais insetivoros
aos locais iluminados artificialmente pode deixa-los mais suscetiveis a acdo de predadores
(Buchanan 2006) e mais proximos a locais antropizados, como rodovias, aumentando o risco
de morte por atropelamento (Baker 1990). Outro exemplo de alteracdo nas interacdes das
comunidades ¢ que a presenga de iluminacdo artificial pode interromper o processo de

poliniza¢do noturna realizado por lepdopteros (Macgregor et al. 2015).

Alguns dos impactos negativos da iluminacdo publica (a qual chamaremos adiante
simplesmente de iluminacao artificial) sobre a fauna vao além do simples fato de ela alterar o
ciclo de claro/escuro no ambiente. Luzes com diferentes comprimentos de onda, por exemplo,
podem afetar de forma variada muitas espécies. Por exemplo, os insetos sdo atraidos pelos
comprimentos de onda na faixa do ultravioleta, o que leva ao adensamento desses organismos
ao redor das lampadas que emitem luz nessa faixa, como as de vapor de mercurio (Eisenbeis e
Hanel 2009). A atracdo de insetos pela luz artificial pode diminuir a abundancia de suas
populagdes, devido a impactos nas lumindrias, exaustao e maior risco de predagdo (Eisenbeis
e Hanel 2009). Algumas espécies de tartarugas marinhas nidificam em menor quantidade em
praias iluminadas com lampadas de amplo espectro (como a de vapor de mercurio), enquanto
que lampadas de curto espectro (como a de sdédio de baixa pressdo) ndo interferem no

comportamento de nidificacdo (Whiterington 1992).

As lampadas de vapor de sédio de alta pressdo sdo lampadas de amplo espectro
(Davies et al. 2013), que emitem uma luz alaranjada (Elvidje et al. 2010), e sdo as mais
utilizadas atualmente para iluminagdo publica no Brasil, por possuirem alta eficacia luminosa

e longa duracdo (Rodrigues 2010). Todavia, seus impactos locais sobre a biota nunca foram

13



avaliados. A avaliagdao do impacto de iluminacao artificial sobre espécies noturnas ¢ altamente
recomendavel (Buchanan 2006). Os anfibios sdo alguns dos vertebrados terrestres mais
abundantes na maior parte dos ecossistemas umidos do Brasil. Em especial, os anuros sao
bons modelos para esse tipo de estudo. Pois além de abundantes, sio em maioria noturnos e
relativamente faceis de serem encontrados, além de apresentarem um repertorio de
comportamentos reprodutivos que favorece estudos etoldgicos. Além disso, ja ha indicios que

eles sejam sensiveis a exposi¢ao a iluminagao artificial.

Em relagdao ao comportamento frente a composigdes espectrais, os anuros respondem
de forma espécie-especifica a diferentes comprimentos de onda, dessa forma, modificar a
composi¢ao espectral das lampadas utilizadas em vias publicas pode favorecer diferentes
espécies, e ndo evitar os efeitos da polui¢do luminosa em larga escala (Buchanan 2006). Para
algumas espécies de anuros foi relatada atracdo por luz no comprimento de onda azul
(Buchanan 2006), e recentemente Van Grunsven et al. (2016) observaram que durante a
migragdo de primavera para reprodugdo, Bufo bufo evita atravessar estradas iluminadas com
luz verde e branca, sendo repelidos por elas, enquanto que atravessam as estradas nao
iluminadas ou iluminadas com luz vermelha. Estes dados indicam que lampadas que emitem
mais luz nos comprimentos de onda azul, verde e branca (emissao em amplo espectro) tém
efeitos sobre algumas espécies de anuros. Nao se sabe como as lampadas de vapor de sodio de
alta pressdao, amplamente utilizadas para iluminagdo publica, as quais tém picos de emissao de
luz nos comprimentos de onda do amarelo ao laranja e no infravermelho (Elvidje et al. 2010),

influenciam no comportamento e fisiologia de anuros.

Ao longo do tempo os animais evoluiram sob condi¢des naturais de iluminagdo, com
maiores niveis de luz gerada pelo sol durante o dia e menores durante a noite, quando ocorre
reflexao da luz solar pela lua. Com o crescente aumento do uso de iluminagao artificial, os

organismos estao sujeitos a diferentes padroes de iluminagdo ao longo de sua vida (Baker e
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Richardson 2006). As mudangas naturais de fotoperiodo sdo os gatilhos que controlam ciclos
reprodutivos sazonais, por exemplo, e também a atividade dos animais ao longo do dia, e as
alteragdes no fotoperiodo causadas pela iluminacao artificial podem alterar esses
comportamentos. Quando expostas a iluminagdo artificial, algumas espécies de aves podem
sofrer alteracdes no seu ritmo diario da atividade de canto, comecando a cantar mais cedo
(Kempenaers et al. 2010). Em anfibios, as mudangas no fotoperiodo definem o periodo
adequado para reproducdao (Canavero e Arim 2009). Em mamiferos, as alteragdes de
fotoperiodo interferem no periodo de cio (Letallec et al. 2015) e de nascimento de filhotes
(Robert et al. 2015). Além disso, a alteragao do ciclo natural de luz e escuro nos ecossistemas
pode causar alteracdes a nivel hormonal em algumas espécies. Um hormonio bastante afetado
por essa alteracdo ¢ a melatonina, que ¢ produzida durante a noite, e importante na fisiologia e
comportamento de algumas espécies (Vanecek 1998). Salamandras expostas 12 horas a luz e
12h ao escuro apresentam maiores niveis de melatonina no periodo escuro, ¢ quando mantidas
24h na luz ndo apresentam variagdo nos niveis de melatonina ao longo do dia, mas produzem
0 hormonio em menor quantidade (Gern et al. 1983). Em peixes (Briining et al. 2015) e em
mamiferos (Robert et al. 2015) também ja foi observada redug¢do nos niveis de melatonina
devido a presenca de iluminacdo artificial, que deixa as noites iluminadas, diminuindo a
producdo desse hormdnio. Em anuros, as variagdes naturais no comprimento do fotoperiodo
também regulam a produ¢do de melatonina (D’istria et al. 1994), e esse hormdnio em altas

concentracdes pode inibir o desenvolvimento de gonadas (Delgado et al. 1983).

Alguns estudos realizados sobre comportamento de anuros mostram que eles sdo
sensiveis ao nivel de iluminagao noturna. Isso vale at¢ mesmo para a luz natural gerada pelas
mudancas das fases da lua. Machos de algumas espécies anuros, por exemplo, diminuem a
emissao de vocalizagdo durante noites de lua cheia, quando a incidéncia da luz da lua € maior

no ambiente, vocalizando mais nas noites sem lua (Granda et al. 2008; Grant et al. 2012). Isso
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indica que um aumento na iluminagdo noturna pode levar a alteragdes comportamentais nos
anuros, porém, pouco se sabe sobre os efeitos da iluminagao artificial nesse grupo de animais
(Buchanan 2006), e sobre os efeitos em escala de comunidades de espécies e ecossistemas

(Gaston et al. 2013).

Os anuros presenciam mudangas leves de iluminagdo quando se deslocam de locais
fechados, como abaixo de vegetacao, a locais abertos, onde ocorre exposicao a luz do luar.
Dessa forma, eles possuem capacidade de adaptagdo a mudangas de iluminacao (Buchanan
2006). Os anuros possuem olhos sensiveis, com visdo a cores (Chapman 1966), adaptados
para visdo noturna ¢ um rapido aumento na iluminagdo pode afetar a visdo desses animais,
podendo demorar algum tempo até a visdo adaptar-se a nova iluminacdo (Cornell e Hailman
1984). O bloqueio da visdo gerado pelo aumento rdpido na iluminacdo pode diminuir a
capacidade de forrageio dos individuos (Buchanan 1993) e torna-los presas faceis aos
predadores. Além disso, a iluminacdo artificial pode afetar a fisiologia dos organismos, no
crescimento ¢ metabolismo (Wise 2007). Como exemplos, larvas de anuros podem sofrer
alteragdes no tempo da metamorfose, com longos fotoperiodos atrasando o desenvolvimento

de Discoglossus pictus (Gutierrez et al. 1984) e de Xenopus laevis (Edwards e Pivorun 1991).

A vocalizagdo ¢ fundamental na biologia reprodutiva de anuros, sendo o canto de
anuncio emitido pelos machos durante o periodo reprodutivo para atragdo de fémeas (Ryan
1991; Wells 2007). Durante a estacdo reprodutiva, que geralmente ocorre nos periodos
quentes e/ou chuvosos do ano, individuos machos de diferentes espécies se reunem e formam
um coro para atragdo de fémeas. Nesse coro, a vocalizacdo de anuncio ¢ a mais emitida por
ser importante para o reconhecimento especifico (Wells 2007). A modificagdo nos padrdes
naturais de iluminagdo pode afetar o comportamento de vocalizagdo e consequentemente a
eficiéncia em obter parceira(s) na temporada reprodutiva. A exposi¢do a iluminagdo artificial

afetou machos de Rana clamitans melanota, que sob essa interferéncia passaram a reduzir a
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emissdo de canto de anlncio e aumentaram sua atividade de deslocamento no ambiente
(Baker e Richardson 2006). Fato que também foi observado por Hall (2016), que introduziu
um pulso de luz nos sitios reprodutivos de anuros e observou diminui¢ao na abundancia de
individuos em atividade de vocalizagdo. Tais interferéncias sao potencialmente prejudiciais a
efetivacao da reprodugao, podendo gerar problemas na dinamica de populagdo das espécies
por diminui¢do nos indices de eficiéncia reprodutiva dos organismos afetados. Buchanan
(2006) observou que o aumento no nivel de iluminacdo artificial levava a interrup¢ao na
atividade de vocalizagdo de Hyla squirellae e que quando ocorria interferéncia luminosa os
individuos escondiam-se sob a vegetacdo. Rand et al. (1997), observaram que fémeas de
Physalaemus pustulosus modificam o padrdo de escolha do macho para reproducdo em
iluminag¢des mais elevadas que o natural, tornando-se menos seletivas devido ao maior risco

de predacao.

Em regides com estagdes do ano bem definidas, como temperadas e subtropicais,
grande parte das espécies de anuros apresentam sazonalidade na reproducdo. Essa
sazonalidade ¢ controlada por variagcdes na temperatura, precipitagao e fotoperiodo (Hsu et al.
2006; Both et al. 2008; Ximenes e Tozetti 2015). A introdu¢do de iluminagdo artificial
proxima a sitios reprodutivos de anuros pode gerar alteragdo no ciclo natural de luz e escuro
do ambiente, prolongando o fotoperiodo. Essa alteragdao no fotoperiodo tem a capacidade de
modificar os ciclos reprodutivos das espécies, como citamos anteriormente, ja que as
mudangas no comprimento do dia ao longo do ano servem de indicacdo do melhor momento

para reproducdo (Canavero e Arim 2009).

Nos tultimos anos cada vez mais areas naturais vém sendo expostas a iluminagao
artificial, em um ritmo de aproximadamente 6% ao ano (Holker et al. 2010). Dentre essas
areas, estdo as areas imidas, como as areas de banhados. Banhados sdo areas permanente ou

temporariamente alagadas, conhecidas também como brejos, pantanos, pantanal, charcos,
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varjoes, alagados, dentre outras denominagdes (Burguer ¢ Ramos 2006). Em areas umidas
ocorrem uma grande biodiversidade de espécies animais e vegetais e uma alta produtividade
(Ramsar 2013). Na Planicie Costeira do Rio Grande do Sul (RS), Brasil, ocorre uma grande
extensdo de areas de banhados. Nos ultimos tempos estas areas vém sendo invadidas por
acOes humanas, como loteamentos residenciais, pecudria, e pela agricultura, sendo o principal
cultivo o arroz irrigado (Burguer e Ramos 2006; Carvalho e Ozoério 2007). Através dessa
invasao de agdes humanas em areas de banhados, a iluminacgao artificial é introduzida nos
ambientes, principalmente no caso de loteamentos residenciais, que sao construidos
acompanhando a crescente expansao urbana. A introducdo de iluminacao artificial em areas
de banhados do sul do Brasil ¢ um fato preocupante, pois sdo regides com grande diversidade
de espécies, dentre elas muitas aves de importante preservacdo (Burguer e Ramos 2006) e
também anfibios (Maneyro et al. 2017). Outro fator que aumenta a problematica da
introducao de iluminagdo artificial em banhados da Planicie Costeira do RS ¢ o fato de que
essa regido apresenta um relevo plano, e devido a essa configuracdo, a luz se dissipa mais

facilmente no ambiente, aumentando a poluigdo luminosa.

As populagdes de anfibios estdo diminuindo nos ultimos tempos por variados fatores
(Wise 2007), o que colocou o grupo entre os vertebrados com maior nimero de espécies
ameacadas de extingdo (Stuart et al. 2004). O aumento nos indices de utiliza¢dao de iluminagao
artificial pode estar contribuindo para esse declinio. Dessa forma, estudos que avaliem o
impacto e a forma com que a polui¢cdo luminosa interfere em populacdes e comunidades de
anfibios sdo essenciais para a conservacao desse grupo de animais.
Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar se a iluminagdo publica (iluminacdo
artificial) tem efeitos sobre o comportamento reprodutivo de anuros por meio de alteragdes no

seu comportamento de vocalizagao.
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Objetivos especificos

1 - Avaliar se ha variagdo na existéncia de sazonalidade, no pico de atividade de vocalizagao e
na extensao da temporada de vocalizagao de anuros ao longo de um ano entre banhados com e

sem iluminagao publica;

2 - Avaliar se ha variagcdo no ciclo noturno da atividade de vocalizagdo das espécies entre

banhados com e sem iluminagao publica;

3 - Avaliar se a exposi¢ao a uma fonte de luz de curta duragao (pulso de luz) altera o nimero

de machos em atividade de vocalizagao em banhados com e sem iluminagao publica;

4 - Avaliar se a resposta de machos ao pulso de luz varia entre banhados com e sem
iluminacgao publica;

5 - Caso o pulso de luz iniba a vocalizagdo, verificar se ha diferenga no tempo em que os
individuos levam para retomar essa atividade entre banhados com e sem iluminagao publica.
Hipoteses

1- Considerando que a iluminagdo publica representa uma interferéncia no ciclo de claro e
escuro natural, espera-se que ela gere mudangas nos ritmos biologicos das espécies, e
consequentemente, a temporada de vocalizacdo das espécies devera ser diferente entre as
populagdes de banhados com e sem iluminagdo publica;

2 - Considerando que a luz artificial iniba a atividade de vocalizagdo, esperamos que o ciclo
noturno da atividade de vocalizagdo das espécies inicie mais tarde e seja mais curto nas

populagdes de banhados com iluminagdo publica;

3- Considerando que uma fonte de luz noturna seja um distarbio, a introdu¢ao de um pulso de
luz devera gerar uma redug¢do no niimero de individuos vocalizando nos banhados com e sem

iluminagao;
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5 - Considerando que haja aclimatagdo a luz artificial, tanto a inibi¢ao quanto o tempo em que
os individuos levarao para retomar sua atividade de vocalizagdao serdao menores em banhados

expostos a iluminagao publica.
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Efeitos da iluminacao artificial na atividade de vocalizacdo de anuros

- K.S. Dias, E.S. Dosso, A.P. Schuch e A.M. Tozetti

Resumo

Investigamos a influéncia da iluminagdo publica sobre o comportamento de vocalizagdo de
anuros. Avaliamos ciclos sazonais e didrios de vocalizagdo, ¢ a resposta a introdugdo
experiental de um pulso de luz. Comparamos comunidades de anfibios de banhados com e
sem influéncia da iluminagao publica no extremo sul do Brasil. Detectamos alteracdes no més
de pico da temporada de vocalizacao de espécies em areas com iluminagao publica, ocorrendo
tanto antecipacdo quanto atraso. As espécies B. pulchella, P. minuta e P. falcipes
apresentaram picos de vocalizagdo noturna nas areas sem iluminagdo, enquanto que nas areas
iluminadas a atividade foi continua ao longo da noite. Nas areas iluminadas, Pseudis minuta
cessou a atividade de vocalizacdo mais cedo. O pulso de luz gerou inibi¢do da vocalizagdao
apenas nas comunidades de areas sem iluminacdao. Apds o pulso, os individuos voltaram a
vocalizar rapidamente, sugerindo aclimatacao a luz artificial. Nossos resultados mostram que
a iluminacao artificial afeta o ciclo sazonal e diario de vocalizagdo de algumas espécies e a
existéncia de aclimatagdo a iluminagdo. Essas interferéncias sobre o comportamento de

vocalizagdo podem afetar o sucesso reprodutivo das populagdes. Este trabalho traz resultados

inéditos que reforcam o potencial negativo da iluminagao artificial as populagdes de anuros.

Palavras chave: anfibios, banhados, polui¢do luminosa, vocalizacao, Ramsar, Anura
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Introduciao

A introducdo de luz artificial nos ambientes possui uma ampla gama de defini¢des. O
termo “polui¢do luminosa” geralmente ¢ relacionado ao ofuscamento do céu noturno gerado
pela iluminagdo artificial. Dessa forma, um novo termo foi criado para relacionar a poluicao
luminosa aos efeitos dela nos ecossistemas: o termo “polui¢ao luminosa ecologica” (Longcore
e Rich 2004). Uma das principais mudancgas que esse tipo de poluicdo pode gerar se refere a
alteragdes nos ciclos naturais de luz e escuro nos ecossistemas (Wise 2007), sendo causada
principalmente por iluminacdo publica artificial de vias, pragas, edificacdes e por luzes de
veiculos (Longcore e Rich 2004).

Dentre os efeitos conhecidos da poluicdo luminosa ecoldgica, podemos citar
alteracdes na dinamica das populagdes por modificagdo de aspectos demograficos, como
aumento das taxas de mortalidade devido a colisdes com lampadas, maior risco de predagdo e
atropelamento causados pela atracdo a luz (Gaston e Bennie 2014). Ocorre também
desorientacdo em filhotes de tartarugas (Peters e Koen 1994) e em aves migratorias
(Gauthreaux e Belser 2006), que sdo atraidos pelas luzes, e mudancas nas interagdes entre

presas e predadores (Eisenbeis e Hanel 2009).

Além dos efeitos diretos da luz, ha também efeitos sobre os ritmos bioldgicos.
Alteracdes nos ciclos naturais de luz e escuro nos ecossistemas causadas pela iluminacao
artificial podem mascarar as mudancas naturais do fotoperiodo ao longo das estagdes do ano e
gerar um desajuste nos ciclos biologicos de algumas espécies (Gaston et al. 2013). Os
anfibios, por exemplo, utilizam as variacdes de fotoperiodo como sinais das mudancas das
estagdes do ano, e assim sincronizam seu ciclo reprodutivo, utilizando o fotoperiodo como
gatilho para reproducgdo (Canavero e Arim 2009). Por essa razdo, muitas espécies apresentam

sazonalidade reprodutiva (Hsu et al. 2006; Both et al. 2008), a qual ¢ representada pela
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temporada de vocalizagao (Wells 2007). A temporada de vocalizacdo ¢ o periodo do inicio ao
fim da atividade de vocalizagao dos machos para atracao das fémeas para reprodugao (Wells

2007).

Os impactos da luz sobre os ciclos reprodutivos ja foram observados em outros taxons,
como os mamiferos, cujas alteragdes de fotoperiodo interferem no periodo da cépula (Letallec
et al. 2015) e de nascimento de filhotes (Robert et al. 2015). A exposicao a luz afeta os niveis
de secregao da melatonina, importante hormoénio regulador da reprodu¢ao em diversos
vertebrados (Delgado et al. 1983; Alonso-Bedate et al. 1988; Robert et al. 2015, Ouyang et al.
2018). A existéncia de fontes artificiais de luz leva a um incremento no nimero de horas de
exposicdo a luz, podendo inibir a secre¢do de melatonina, j& que esse hormonio ¢ produzido
durante a noite (Bruning et al. 2015; Robert et al. 2015). A produgdo de outros hormonios
relacionados com a regulagdo dos ciclos reprodutivos dos animais também ¢ afetada pelo
aumento de fotoperiodo gerado pela iluminagdo artificial, como os hormoénios do eixo
hipotalamico-pituitario-gonadal (Ouyang et al. 2018) o que pode gerar alteragdes no processo
reprodutivo dos animais expostos a luz artificial. Além de mudangas em processos cujos
ciclos sdo anuais, como a reprodugdo, o aumento no numero de horas do dia com iluminagdo
e a provavel alteragdo na producdo de melatonina também pode gerar alteragdes nos ciclos
diarios de algumas espécies, alterando o ritmo circadiano (Ouyang et al. 2018), como ja foi
observado em aves, que adiantam o inicio da atividade de canto ao amanhecer em locais com

presenca de iluminagao artificial (Kempenaers et al. 2010).

Além do potencial efeito no ciclo reprodutivo (efeito sobre a fisiologia), a luz também
pode ter uma acao imediata sobre os anfibios (efeito sobre o comportamento). Em alguns
experimentos realizados em campo, foi introduzido um pulso de luz durante a noite em locais
onde havia concentracdo de machos vocalizando. O pulso gerou uma diminui¢do na

frequéncia de emissao de canto de anuncio (Baker e Richardson 2006) bem como no nimero
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de machos de anuros em atividade de vocalizagdo (Hall 2016). Esses experimentos refor¢cam a
alta sensibilidade dos anfibios anuros a luminosidade. Ha registros de que at¢é mesmo o
aumento natural da luminosidade noturna, gerada pela mudanca nas fases da lua, sdo
suficientes para inibir sua atividade de vocalizagdo. A atividade de vocalizagdo tende a
diminuir em noites de lua cheia (noites mais claras), ¢ aumentar nas noites sem lua (noites

mais escuras) (Granda et al. 2008; Grant et al. 2012).

Os anuros possuem olhos adaptados a visao noturna, que demoram a se adaptar a um
aumento rapido de iluminacdo (Cornell e Hailman 1984), ficando ofuscados (Buchanan
1993). Desse modo, a iluminag¢ao ndo natural durante a noite pode ser considerada como um
disturbio direto, afetando sua capacidade de enxergar e a0 mesmo tempo aumentando sua
exposicdo a predadores. Alem disso, os anuros sdo animais noturnos, em grande maioria
(Buchanan 2006), aumentando o potencial de que muitas de suas espécies sejam afetadas

negativamente pela iluminacao artificial (poluicdo luminosa ecoldgica).

Apesar de haver uma ampla preocupacdo com as ameagas as quais as populagdes de
anfibios estdo sendo submetidas, pouca atencdo tem sido dada ao papel da iluminagdo
artificial nesse declinio (Wise 2007). A producao de dados sobre esse assunto ainda € timida,
apesar do conhecimento de que os niveis de polui¢do luminosa venham aumentando em um
ritmo preocupante de aproximadamente 6% ao ano (Holker et al. 2010). Os estudos
disponiveis até o momento revisam no geral os efeitos da iluminacdo artificial em anfibios e
frisam a importancia da realizagdo de novos estudos sobre o assunto (Buchanan 2006; Wise
2007), além de estudos que apresentam resultados sobre mudancas comportamentais na
atividade de vocalizacdo de anuros geradas logo apos a introducdo de um distarbio luminoso
de curta duragdo (Baker e Richardson 2006; Hall 2016). A resposta positiva de anuros a
distarbios luminosos gera a necessidade da realizacdo de novas abordagens experimentais em

campo, que gerem conhecimentos sobre o comportamento dos anuros frente a iluminagdo
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artificial e que auxiliem no planejamento de politicas publicas, como no planejamento de
iluminacdo urbana de cidades, visando a protecdo de espécies. Dentre as novas abordagens
experimentais, destacamos os efeitos da iluminagao publica sobre os ciclos sazonais e diarios
da atividade de vocalizagao. Como componentes dessa atividade podemos avaliar os efeitos
da iluminagao sobre o periodo do ano em que ocorre o maior nimero de machos em atividade
de vocalizagdo (pico de vocalizacdo), sobre a temporada de vocalizagao (periodo do ano em
que os machos iniciam e encerram a atividade de vocalizagao), ritmo noturno da atividade de
vocalizagcdo da populagdao e o potencial de aclimatacdo a exposi¢ao a luz. Na tentativa de
abordar essas questdes, nos realizamos amostragens ¢ experimentos em campo para testar as

seguintes hipoteses:

1- Considerando que a iluminagdo publica representa uma interferéncia no ciclo de claro e
escuro natural, espera-se que ela gere mudangas nos ritmos biologicos das espécies, e
consequentemente, a temporada de vocalizacdo das espécies devera ser diferente entre as

populacdes de banhados com e sem iluminagdo publica;

2 - Considerando que a luz artificial iniba a atividade de vocalizagdo, esperamos que o
periodo noturno da atividade de vocaliza¢do das espécies inicie mais tarde e seja mais curto

nas populagdes de banhados com iluminagao publica;

3- Considerando que uma fonte de luz noturna seja um distirbio, a introdugdao de um pulso de
luz devera gerar uma redugdo no nimero de individuos vocalizando nos banhados com e sem

iluminagao.

Material e Métodos
Area de estudo
O estudo foi desenvolvido na planicie costeira do extremo sul do Brasil, no municipio

de Rio Grande, que pertence ao dominio do bioma Pampa (IBGE 2004). A paisagem
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dominante na regido amostrada ¢ a de campos alagdveis (banhados) situados
aproximadamente ao mesmo nivel do mar, com relevo predominantemente plano (Waechter
1985). A vegetagdo ¢ majoritariamente herbacea (campestre) e aquatica (macroéfitas
emergentes e flutuantes) (Burguer e Ramos 2006). O clima ¢ subtemperado umido, com duas
estacdes bem definidas: quente (setembro a marco) e fria (abril a agosto). A temperatura
média anual ¢ de 18,1°C e precipitagio média anual de 1162mm distribuida de modo

homogéneo ao longo do ano (Maluf 2000).

A area amostrada nao sofre influéncia direta da iluminacdo de centros urbanos.
Quando presente, a iluminagdo artificial noturna ¢ gerada pelos postes de iluminagdo de vias
publicas. Essas vias fazem parte de uma malha viaria pouco ramificada e composta, na sua
maioria, por estradas ndo pavimentadas e de baixo fluxo de veiculos. Em algumas dessas vias,
existem postes com cerca de 6m de altura com lampadas de vapor de sodio de alta pressao que
representam a iluminacdo publica (PMDRG 2011) (Fig. S1). As localidades amostradas
apresentam espagamento geografico sificiente para minimizar sua autocorrelagdo espacial,
todavia estdo submetidas ao mesmo regime de temperatura e pluviosidade. Desse modo, as
principais variaveis ambientais consideradas como gatilhos da atividade de vocalizagdo sao

1dénticas entre os pontos amostrais, com exce¢ao do fotoperiodo.

Delineamento amostral

A darea selecionada para as amostragens ¢ formada por banhados bem preservados,
proximos ou inseridos em uma Unidade de Conservagdo (Fig. S1). As unidades amostrais
selecionadas, bem como seu entorno, possuem baixo nivel de urbaniza¢do e o trafego de
veiculos € baixo, sendo os postes de iluminagao publica, equipados com lampadas de vapor de

sodio de alta pressdo, a unica fonte de luz artificial continua.
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A definicdo das unidades amostrais foi feita com base na distincia em relacdo aos
postes de iluminagdo publica. Inicialmente, realizamos medi¢des da incidéncia da luz gerada
pelos postes no ambiente de seu entorno. As medi¢des foram realizadas com luximetro
(Instrutemp modelo ITLD270) em diferentes distancias dos postes. A dissipacdo da luz faz
com que sua detectabilidade varie de modo nao linear a medida em que nos afastamos de sua
fonte, havendo uma queda abrupta em sua incidéncia a partir de 100m. Para padronizar as
amostragens, coletamos dados dentro de um raio entre 50 e 100m da base dos postes, onde a
incidéncia luminosa era a mais homegénea possivel. Com base nessa avaliacdo prévia,
classificamos as unidades amostrais da seguinte maneira: a) “unidades amostrais com
iluminagdo”: unidades amostrais cujos corpos d’dgua estavam a uma distincia entre 50 e
100m de postes de iluminagdo publica; b) “unidades amostrais sem iluminagdo”: unidades
amostrais cujos corpos d’adgua estavam a pelo menos 2 km de qualquer poste de iluminag¢do

publica.

Realizamos as amostragens entre setembro de 2016 a agosto de 2017 em seis unidades
amostrais, trés com presenca de iluminacdo publica e trés sem iluminagdo (Fig. 1). Cada
unidade amostral possuia uma area de aproximadamente 1 ha e abrigava corpos d’agua
temporarios usados como sitio reprodutivo pelos anfibios. Para minimizar a dependéncia
espacial entre as unidades amostrais, selecionamos pontos com uma distancia minima de 1 km

uns dos outros.

As unidades amostrais com iluminacdo pertenciam a localidades regionalmente
conhecidas como Corredor Senandes (32°09°38.4” S e 052°11°52.9” W), Arroio Bolaxa
(32°10°28.2” S e 052°11°33.4” W) e Banhado do Campus (32°4’38.94”S e 52°9°53.20° W)
(Fig.1). As trés unidades amostrais sem iluminacdo estavam situadas no interior de uma
unidade de conservacao, a Estacdo Ecologica do Taim (ESEC Taim). A ESEC Taim ¢ uma

area de relevante importancia ecossistémica, sendo reconhecida em 2017 como um sitio
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RAMSAR (RAMSAR Wetland of International Importance; RAMSAR 2018). Essas unidades
estavam associadas a corpos d’agua conhecidos como Nicola (32°32'37.94"S e
52°31'7.08"W) e dois ao longo da estrada do Tigre (32°31'45.96"S e 52°32'57.41"W) e

(32°31'47.16"S € 52°33'36.75"W) (Fig.1).

Todas as unidades amostrais possuem a mesma configuragdo quanto a cobertura
vegetal, relevo e composicdo de espécies de anuros, e estavam alagadas de setembro a
dezembro de 2016, seguidos de periodos secos de janeiro a maio e alagados novamente de
junho a agosto de 2017. Nelas, ocorrem um total de 12 espécies de anuros distribuidas em trés
familias (Leptodactylidae, Hylidae e Odontophrynidae). A composi¢do de espécies ¢
semelhante entre as unidades amostrais com e sem ilumina¢do, com aproximadamente 75%
das espécies compartilhadas. Apenas duas espécies (Scinax granulatus e Dendropsophus
minutus) ocorrem somente nas unidades amostrais com iluminagdo, e somente Leptodactylus
latinasus ¢ exclusiva das unidades amostrais sem iluminagdo publica. Essa semelhanga
favorece a comparacdo da atividade de vocalizagdo entre as comunidades, uma vez que a

composi¢do de espécies poderia afetar o padrao de atividade de vocalizagao.

Procedimentos no campo

Para padronizar o nivel de luminosidade natural, realizamos as amostragens apenas em
noites de lua nova (Grant et al. 2012). Durante todas as amostragens medimos a luminosidade
do ambiente (com luximetro Instrutemp modelo ITLD270), a temperatura e a umidade
relativa do ar em cada uma das unidades amostrais.

Aplicamos dois protocolos para a coleta de dados, realizada mensalmente ao longo de
duas noites consecutivas em cada unidade amostral. Na primeira noite era aplicado o
protocolo 1 e na segunda o protocolo 2. O protocolo 1 visou avaliar a existéncia de

sazonalidade na atividade de vocalizagdo, o efeito da iluminagao artificial no periodo de pico
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da atividade de vocalizagdo e na extensao da temporada de vocalizagdo ao longo do ano, bem
como no ciclo noturno (nimero de horas em atividade, hordrio minimo e maximo e
distribuicdo ao longo da noite) da atividade de vocalizagdo das espécies de anuros
compartilhadas entre as comunidades das unidades amostrais com e sem iluminagdo. O
protocolo 2 visou avaliar o efeito de um pulso de luz sobre o comportamento de vocalizagao
das espécies. Os detalhes desses protocolos sdo descritos a seguir.

Protocolo 1

Avaliamos a atividade sazonal e noturna (horas da noite) de vocalizagao dos anfibios
por meio de registro do audio ambiente por um sistema automatizado de gravacdo (automated
recording systems, Bridges e Dorcas 2000) equipado com um gravador modelo Sony ICD-
PX312/PX312F. Nos instalamos os gravadores a uma altura de um metro do solo em cada

uma das seis unidades amostrais.

Programamos os gravadores para registrarem o dudio ambiente entre as 19:00h e as
07:00h do dia seguinte (13 horas de gravagdo ininterruptas). Esse periodo compreende o
horéario com pico de atividade das espécies de anuros da regido (Ximenez e Tozetti 2015).
Desse modo, para cada unidade amostral foi gerado um arquivo de audio para cada noite
amostrada. NoOs usamos os arquivos com os registros da gravacdo de cada noite para
selecionar, de forma sistematizada, amostras de audio com durag¢do de trés minutos. Para
tanto, nos extraimos trechos de audio com duragdo de trés minutos contados a partir do inicio
das gravagdes e com intervalos de uma hora (exemplo: amostra 1: das 19:00h as 19:03;
amostra 2: das 20:00h as 20:03; amostra 3: das 21:00h as 21:03, etc). Assim, foram geradas
13 amostras de audio para cada uma das 12 noites de gravagdao em cada unidade amostral. As
espécies registradas nas gravacdes foram identificadas com auxilio de bancos de dados de
gravagoes feitas na area de estudo bem como guias sonoros das espécies (Haddad et al. 2005;

Kwet e Marquez 2010). Estimamos a abundancia de individuos em atividade de vocaliza¢ao
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em cada amostra em quatro categorias: A) 1 — 4 individuos em atividade de vocalizacao; B) 5
— 9 individuos em atividade de vocalizagdo; C) 10 — 20 individuos em atividade de
vocalizagdo; D) >20 individuos em atividade de vocalizagao (Bertoluci e Rodrigues 2002;

Ximenez e Tozetti 2015).

Protocolo 2

Esse protocolo consistiu na introdu¢ao de um pulso de luz nas unidades amostrais com
e sem iluminagao, e foi realizado nas mesmas unidades amostrais onde aplicamos o protocolo
“1”. Porém, por se tratar de uma intervencdo nas condigdes de iluminagdo local, esse
protocolo foi realizado na noite posterior aquela amostragem, para que ndo houvesse
interferéncia sobre os parametros analisados pelo protocolo “1”. Ao total, o experimento de
introducao do pulso de luz foi realizado 13 vezes nas unidades com iluminagao e 16 vezes nas

sem iluminacao.

Para gerar o pulso de luz usamos um dispositivo portatil composto por quatro
lampadas halogenas (OSRAM) de 70 Watts (Fig. S2). A escolha do modelo de lampada foi de
modo a recriar as condigdes espectrais mais proximas possiveis daquelas geradas pelos postes
de iluminacao publica da regido. Nao foi possivel utilizar o mesmo modelo de lampadas dos
postes de iluminagdo publica (1ampadas de vapor de sddio de alta pressao, de 150 a 250 W),
pois apos serem ligadas, elas demoram cerca de 10 minutos para atingirem sua luminosidade e
para a estabilizacdo de sua coloragdo. Isso impossibilitaria a padronizagdao da iluminacao
durante o experimento. Realizamos testes em laboratorio de Fisica da Universidade do Vale
do Rio dos Sinos em um equipamento que possibilitou a comparagdo entre alguns tipos de
lampadas e concluimos que dentre elas a lampada halogena era a que tinha as propriedades
espectrais mais similares com a lampada de vapor de sddio, pelo fato de que as duas emitem

luz em quase toda extensdo de comprimento de onda analisada (344 nm a 2398 nm), mesmo
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que em intensidades diferentes, e também por ambas apresentarem o pico de emissdo de luz

proximo a 1000 nm (Fig. S3).

O dispositivo portatil composto pelas quatro lampadas era suspenso por uma haste que
permitia a elevagdo das lampadas de modo que a luz incidisse sobre os animais com
aproximadamente 60 lux, uma intensidade similar a que era registrada na base dos postes de
iluminacdo publica. A quantidade de lux era aferida a cada experimento ¢ a altura média das
lampadas foi de 2 m em relacdo ao solo. NoOs posiciondvamos o dispositivo na unidade
amostral de modo preferencial, sendo selecionado um ponto onde havia maior concentragao
de individuos vocalizando. O mecanismo que gerava o pulso de luz era acionado de modo a
emitir um Unico pulso com duracao de dois minutos, e direcionado para o local onde estavam
os anuros. Depois de instalado o dispositivo, esperavamos um tempo para aclimatacao até que
os machos retomassem sua atividade de vocalizagdo em niveis proximos ao anterior a
instalacdo do dispositivo. O experimento com o pulso de luz foi dividido em trés fases de
avalia¢do da atividade de vocalizacdo: trés minutos anteriores ao pulso, durante a exposi¢ao
ao pulso de luz, e trés minutos ap6s a emissao do pulso de luz. Registramos o niimero de
individuos vocalizando de cada espécie presente durante cada uma dessas fases. O nimero de
individuos foi registrado seguindo as mesmas classes de abundancia do protocolo “1”. A &rea
de interferéncia luminosa do pulso foi definida em ensaios piloto nos quais medimos a
incidéncia luminosa junto ao chao. Verificamos que a iluminagdo se distribui de um modo
uniforme em uma area de aproximadamente 100 m? ao redor do dispositivo. Desse modo,
apenas os anuros vocalizando no interior dessa area foram contabilizados. O registro dos
anfibios vocalizando foi feito de modo presencial, o que permitiu que o registro de individuos

situados exclusivamente na area exposta a luz tenha sido feito de modo eficiente.
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Analises dos dados

Andlise sazonal da atividade de vocalizacdo

Nos aplicamos estatistica circular para avaliar a existéncia bem como a variagao na
sazonalidade da atividade de vocalizagcdo dos anuros. Para realizacdo desta analise, os dados
médios de abundancia de cada espécie em cada més foram transformados em porcentagem.
Para tanto, o valor maximo de abundancia encontrado (10) foi considerado 100% a partir do
qual foram definidas as respectivas porcentagens com base na abundancia média das espécies
em cada més em cada tipo de unidade amostral. Além disso, os meses foram transformados
em angulos com intervalos de 30°, onde janeiro correspondeu a 0° fevereiro 30° e assim
consecutivamente até dezembro, correspondendo ao angulo 330. Nessa analise, cada angulo

(més) foi associado ao nimero de machos vocalizando (abundancia média) relativo ao més.

Testamos a uniformidade dos dados para verificar se a abundancia de machos em
atividade de vocaliza¢do ao longo dos meses foi igualmente distribuida ou concentrada em
poucos meses do ano, o que indicaria sazonalidade. A uniformidade dos dados foi testada a
partir do teste de espacamento Rao, que € um teste potente para este fim (Kovach 2011). Este
teste testou a hipodtese nula de que os dados eram distribuidos uniformemente em torno do
ciclo analisado (p>0,05). Se o resultado do teste de Rao for significativo (p < 0,05), conclui-se
que os dados ndo sdo distribuidos de forma uniforme ao longo do tempo, havendo
sazonalidade na temporada reprodutiva dos anuros, com picos de atividade de vocalizacao
(periodo com maior nimero de machos vocalizando). Observamos que os dados ndao tinham
distribuicao de Von Mises para nenhuma espécie através do teste de Watson U2, Dessa forma,
foram realizados testes de Watson Wheeler para comparar a distribuicdo da atividade de
vocalizagdo de cada espécie ao longo do ano entre os dois tipos de unidades amostrais, com e
sem iluminacdo. Para esta analise, valores do vetor » diferentes significativamente, indicam

distribuicdes diferentes (Kovach 2011). Realizamos estas andlises no programa Oriana
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(versao 4.02), com dados das espécies compartilhadas entres os dois tipos de unidades
amostrais € que alcancaram numero suficiente para realizagdo das analises, que sdo as
seguintes: Physalaemus sp. (unimos P. gracilis e P. biligonigerous devido a dificil
diferenciagdo da vocalizagdo das duas espécies), Pseudis minuta, Scinax squalirostris,
Dendropsophus sanborni, Boana pulchella, Leptodactylus gracilis e Psedopaludicola
falcipes. A metodologia para estas analises foi baseada em Prado et al. (2005) e Caldart et al.

(2016).

A andlise circular gerou informagdes sobre variacdes sazonais na atividade
reprodutiva, estimada pela atividade de vocalizacdo. Os pardmetros comparativos gerados na
analise foram: (1) vetor médio (u), que corresponde ao angulo médio, periodo do ano na qual
a maioria dos machos estava em atividade de vocalizacdo; (2) desvio circular padrdao (SD); e
(3) o vetor », um indice que mede a concentracdo dos dados em torno do circulo (ano), que
varia de 0 (dados dispersos) a 1 (dados concentrados na mesma dire¢do). Quando os dados se
concentram proéximos ao angulo médio, o valor de » tende a ser maior do que quando os dados

estao dispersos.

A partir da escuta das 13 amostras de dudio de trés minutos de cada noite de
amostragem, construimos uma tabela com os dados de abundancia das espécies (nas classes
de abundancia) por dia e por hora de amostragem. A partir dos dados registrados nessa tabela,
avaliamos o numero de meses em que cada espécie esteve em atividade de vocalizagao
(extensdo da temporada de vocalizagdo). Realizamos esta avaliagdo com todas as nove
espécies compartilhadas entre os dois tipos de unidades amostrais.

Analise do ciclo noturno da atividade de vocalizacdo

Os dados referentes a variagao ao longo da noite da vocalizagdo dos anfibios nao
apresentaram distribuicdo normal (Shapiro Wilk, p<0,05), desse modo foram analisados por

estatistica ndo paramétrica. Para as comparacdes entre os parametros noturnos da vocalizagdo
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(numero amostras em que cada espécie estava vocalizando e horario minimo e maximo da
atividade) entre banhados com e sem iluminacdo utilizamos o teste de Mann Whitney,
realizado no programa SPSS (versao 22.0). O numero de amostras (trecho de audio de trés
minutos) em que cada espécie estava vocalizando por noite de amostragem foi referente ao
tempo dedicado a vocalizacao por espécie por noite em cada tipo de banhado. Esse numero
foi calculado a partir das amostras de trés minutos de dudio obtidas das 13h de gravacao por
noite, € o valor variou entre um (espécie registrada em apenas uma amostra) a 13 (espécie

registrada em todas as amostras).

Além das analises descritas acima, foram realizadas analises circulares com os dados
de abundincia de machos em atividade de vocalizagdo ao longo da noite. Para a realizagdo
dessas analises, os horarios das 19h as 07h (13 horas ao total) foram transformados em
angulos, de zero a 360, com intervalo de aproximadamente 27,69 entre cada angulo. Além
disso, foi calculada a frequéncia de machos em atividade de vocalizagdo em cada horario nos
dois tipos de unidades amostrais, através da divisdo da abundancia de machos pelo niimero de
registros em cada hora, e essas frequéncias foram associadas aos seus angulos (horarios)
correspondentes. As analises realizadas foram as mesmas descritas na analise circular sazonal.
Utilizamos o teste de Rao para avaliagdo da uniformidade da distribuicdo da atividade de
vocalizagdo de cada espécie ao longo das horas da noite nas unidades amostrais com e sem
iluminacao, e o teste de Watson Wheeler para comparar as distribuigdes de cada espécie entre

os dois tipos de unidade amostral.

As andlises descritas acima relacionadas a variagao noturna da vocaliza¢ao entre as
unidades amostrais com e sem iluminacdo foram realizadas com dados das espécies
compartilhadas entres os dois tipos de banhados e que alcangaram nuimero suficiente para

realizagdo das andlises, que sdo as seguintes: Physalaemus sp., Pseudis minuta, Scinax

39



345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

squalirostris, Dendropsophus sanborni, Boana pulchella, Leptodactylus gracilis e
Psedopaludicola falcipes.

Anadlise da influéncia do pulso de luz no comportamento de vocalizagdo

Para verificar se o pulso de luz gerado modificou o nimero de individuos da
comunidade de anuros vocalizando, foram comparadas as abundancias minimas de individuos
dos tratamentos “antes do pulso de luz” e “durante o pulso de luz” para as unidades amostrais
com ¢ sem iluminagdo. Além disso, para verificar o comportamento de vocalizagdo apds o
pulso de luz, foram comparadas as abundancias minimas de individuos dos tratamentos “antes
do pulso de luz” e “depois do pulso de luz” para os dois tipos de unidades amostrais.
Utilizamos para a realizacdo das andlises as espécies que estavam vocalizando nas
comunidades durante as realizagdes do experimento, que foram: D. minutus, Scinax
squalirostris, Dendropsophus sanborni, Boana pulchella, Leptodactylus gracilis,
Leptodactylus latinasus e Psedopaludicola falcipes. Para essas comparacdes, foram realizados
testes de Wilcoxon, o equivalente ndo paramétrico do teste T pareado, ja que os dados ndo

possuiram distribui¢ao normal (Shapiro Wilk, p>0,05; SPSS versao 22.0).

Resultados

Influéncia da iluminacao artificial no ciclo sazonal de vocalizacdo

A aplicagdo da estatistica circular mostrou que a atividade de vocalizagdo € um evento
sazonal para todas as espécies nas unidades amostrais com e sem iluminacao (p < 0,01;
valores de r > 0,5; Tabela 1). Isso significa que as espécies possuem temporada de
vocalizagdo limitada a um periodo especifico do ano (Tabela 2, Fig. 2A e 2B). O pico de
atividade (maior nimero de machos vocalizando) da temporada de vocalizagdo ocorreu em
periodos diferentes do ano nas unidades amostrais com e sem iluminacao para B. pulchella

(W=10,541; p<0,01), D. sanborni (W=49,961; p<0,01), Physalaemus sp. (W=20,154; p<0,01)
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e P. minuta (W=10,11; p<0,01). O pico na atividade de vocalizagdo das espécies Physalaemus
sp., D. sanborni e B. pulchella ocorreu antecipadamente nas unidades amostrais com
iluminacdo (aproximadamente em 10 de agosto, 23 de setembro e 23 de maio,
respectivamente) em relagdo aquelas sem iluminagdo (aproximadamente 15 de setembro, 15
de outubro e 9 de junho, respectivamente) (Tabela 1). A espécie P. minuta apresentou pico de
vocalizacdo mais cedo nas unidades amostrais sem iluminagdo (aproximadamente 23 de
setembro nas unidades amostrais com iluminacdo e 18 de setembro nos sem iluminagdo)
(Tabela 1). Na Tabela S1 do material suplementar € possivel observar a abundancia média das

espécies em todos os meses amostrados.

Houve variagdo na extensao da temporada de vocalizagao (quantidade de meses) entre
unidades amostrais com e sem iluminacdo (Tabela 2). Aproximadamente 56% das espécies
compartilhadas entre os dois tipos de unidades amostrais exibiram temporadas de vocalizagao
mais longas nas unidades amostrais sem iluminagdo (L. gracilis, Odontophrynus sp.,
Physalaemus sp., P. minuta e S. squalirostris). Todavia, as espécies D. sanborni ¢ P. falcipes
(22%) apresentaram temporadas de vocalizagdo mais longas nas unidades amostrais com
iluminacdo. As outras duas espécies (22%) apresentaram comportamento igual ao longo do
ano (Tabela 2).

Influéncia da iluminacdo artificial no ciclo noturno de vocalizagdo

As espécies apresentaram um ciclo noturno de atividade de vocalizagdo com duragio
de 6 horas em média. Nao houve diferenca significativa quanto ao nimero de horas em que os
machos se mantiveram em atividade de vocalizagdao entre as unidades amostrais com e sem
iluminacdo (p>0,05) (Tabela 3). O horario de inicio (horario minimo) e de término da
atividade de vocalizacdo (horario maximo) foi semelhante entre as unidades amostrais com e

sem iluminagdo para maioria das espécies (Tabela 3). Todavia, P. minuta cessou a atividade
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de vocalizacao mais cedo nas unidades amostrais com iluminagdo (até as 03h) em relagdo as

unidades sem iluminagao (até as 06h) (U= 132,5; p<0,05) (Tabela 3).

Ja em relagdo a distibui¢ao da abundancia de machos em atividade de vocalizacdao ao
longo da noite (existéncia ou ndo de horario de pico de atividade), observamos a partir dos
resultados da andlise circular que essa distribui¢ao variou entre as espécies bem como entre as
unidades amostrais com ¢ sem ilumina¢dao. Houve diferenca na distribuicao da atividade de
vocalizagdo ao longo da noite entre unidades com e sem iluminagdo em quatro das sete
espécies, sendo elas: B. pulchella, P. minuta, P. falcipes e Physalaemus sp. Para as trés
primeiras espécies citadas, a atividade se concentrou em um periodo especifico da noite
(distribui¢do ndo uniforme da atividade) apenas nas unidades amostrais sem iluminacao (Rao
<0,05; Tabela 4). Nas unidades com iluminacao essas espécies passam a ter uma atividade
distribuida de forma uniforme ao longo da noite (Tabela 4). A atividade de vocalizacdo de
Physalaemus sp. apresentou uma tendéncia inversa, sendo concentrada em determinado
periodo da noite nas unidades amostrais com iluminag¢do (Rao <0,05), enquanto que nas
unidades sem iluminagdo teve uma distribuicdo uniforme (Tabela 4). O pico de atividade
dessas espécies (hordrio com maior nimero de machos vocalizando) ndo variou entre as
unidades com e sem iluminagdo (Watson Wheeler >0,05). Para B. pulchella o pico ocorreu
aproximadamente as 22h nos dois tipos de unidades amostrais. Apesar de ndo significativa,
houve uma tendéncia de antecipagdo do pico de atividade de vocalizacdo de P. minuta e P.
falcipes mnas unidades amostrais sem iluminacdo (aproximadamente 22h e 21h
respectivamente) em relagdo as unidades com iluminacdo (aproximadamente 23:30h para as
duas espécies) (Tabela 4). Enquanto que Physalaemus sp. teve o pico de vocalizagdo com
uma tendéncia a ocorrer mais cedo nas unidades com iluminacdo (aproximadamente as 22h)
em relagdo as unidades sem iluminagdo (aproximadamente as 23h) (Tabela 4). As outras trés

espécies analisadas (D. sanborni, L. gracilis e S. squalirostris) apresentaram distribuicao da
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atividade de vocalizagdo uniforme ao longo da noite nos dois tipos de unidade amostral

(Tabela 4). Na tabela S2 estao as frequéncias utilizadas para realizacao da analise circular.

Influéncia do pulso de luz no comportamento de vocalizacdo

Apenas as espécies de unidades sem iluminacao publica exibiram mudanga em seu
comportamento durante a interferéncia luminosa. Nessas unidades, a introdug¢do do pulso de
luz levou a uma redugdo imediata no nimero de machos vocalizando. Antes do pulso, havia
em média 2,19 (£2,4) individuos em atividade de vocalizagdo. Esse valor foi reduzido, em
média, a 1,26 (£1,6) individuos durante o pulso (Z=-2,871; p<0,05; N=21). Em geral, o
numero de machos vocalizando foi reestabelecido imediatamente apds o pulso, nao havendo
variagdo significativa entre o numero de individuos vocalizando antes e apos o pulso (Z=-
1,604; P>0,05; N=21). Nas unidades amostrais expostas a ilumina¢do, o pulso de luz nao
gerou alteragdo no numero de machos em atividade de vocalizacdo nas comunidades (Z=-
1,342; p>0,05; N=23). Nessas unidades também nao houve diferenca na abundancia de
individuos nas comunidades antes ¢ depois do pulso de luz (Z=0; p>0,05; N=23), onde o
numero médio de individuos em atividade de vocalizagdo foi de 1,87 (£1,7) antes e manteve-

se 0 mesmo depois do pulso.

Discussao

Nossos resultados mostraram que a presenca de iluminacdo artificial proxima a
banhados gera, ao menos para algumas espécies de anuros, modificacdo em sua distribuicao
da atividade de vocalizagao ao longo do ano e ao longo da noite. Esses resultados reforcam o
fato de que a iluminacao artificial representa uma interferéncia no ciclo de claro e escuro

natural, com consequéncias para a atividade reprodutiva (vocaliza¢ao) dos anuros.
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As respostas das espécies foram variadas, havendo tanto antecipacao quanto atraso no
pico da temporada de vocalizacao nas unidades amostrais com iluminagdo. Detectamos uma
antecipacao em algumas semanas nos picos das temporadas de vocalizacdo de Physalaemus
sp., D. sanborni ¢ B. pulchella. A antecipagdao do pico na temporada foi a mudanca mais
comum nas unidades amostrais iluminadas, sendo que apenas para P. minuta registramos um
atraso nesse pico. O atraso no pico da temporada de P. minuta foi discreto e limitado a apenas
alguns dias de diferenca entre as unidades amostrais com e sem iluminagdo. As alteracdes
observadas no periodo de pico da temporada de vocalizagio podem gerar graves
consequéncias ecologicas para as populagcdes que estudamos. Se o ‘“adiantamento” ou o
“atraso” do pico ndo for acompanhado por ajustes no ciclo fisiologico das fémeas, pode haver
menor taxa de amplexos, menos desovas ou até mesmo menor taxa de 6vulos fertilizados.
Outra possibilidade ¢ a de que a mudancga no periodo de recrutamento dos jovens os exponha
a condigoes climaticas ou de oferta de recurso menos favoraveis. Apesar de especulativo, esse
tipo de impacto ja foi registrado em aves, que antecipam a postura dos ovos na presenga de
iluminacao artificial, os quais nao eclodem no periodo mais favoravel (Kempenaers et al.

2010).

A extensdao da temporada reprodutiva de algumas espécies expostas a iluminacao
artificial também foi alterada, sendo que a resposta mais comum foi a diminui¢ao da extensao
da temporada de vocalizagdo. Esse padrao foi observado em Physalaemus sp., P. minuta, S.
squalirostris, L. gracilis e Odontophrynus sp, (56% das espécies das comunidades). Essas
espécies passam a ter uma menor quantidade de meses em atividade de vocaliza¢do, o que
pode levar a reducdo de suas oportunidades de atragdo de fémeas, e consequente redugao de
seu sucesso reprodutivo nesses habitats. Espécies como D. sanborni e P. falcipes
apresentaram respostas opostas, com temporadas de vocalizagdo mais longas nas unidades

amostrais com iluminagdo. Ao menos para P. falcipes, essa diferenca na resposta em relagao a
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maioria das espécies pode ser pelo fato de que essa espécie vocaliza frequentemente durante o
dia (Witt 2013), apresentando um comportamento diferenciado a presenca de iluminagao

artificial noturna.

Considerando que todas as unidades amostrais estdo submetidas as mesmas condigdes
de temperatura, umidade e pluviosidade, ¢ factivel imaginar que as diferencas na temporada
de vocalizacdo das espécies (alteracdo do periodo do pico e da extensdo da temporada)
tenham relagdo com mudangas no ciclo natural de iluminagdo. A luz artificial pode alterar o
fotoperiodo original nos banhados (Buchanan 2006), aumentando o periodo iluminado, e
afetar o ritmo circadiano dos anfibios. O fotoperiodo ¢ um dos principais marcadores
cronobiolégicos que regula a atividade reprodutiva dos anfibios, que o utilizam para
identificarem as estagdes do ano e o periodo adequado para reproducdo (Canavero e Arim
2009). Dessa forma, as alteracdes observadas no periodo de pico de atividade de vocalizagao
e de extensao da temporada reprodutiva de algumas espécies de anuros entre os dois tipos de
unidades amostrais podem estar relacionadas a interferéncia na percep¢do do periodo do ano
gerada pela alteracdo de fotoperiodo. Do ponto de vista fisiologico, o comprimento do dia
regula a concentragdo da melatonina no organismo (D’istria 1994; Vanecek 1998), hormonio
relacionado a diversos processos fisioldogicos nos anfibios, inclusive no ciclo reprodutivo. A
producdo desse hormdnio € inibida pela luz (D’istria 1994; Ouyang et al. 2018), e em alta
concentracao esta ligado a inibi¢ao do desenvolvimento das gonadas em anfibios (Delgado et
al. 1983; Alonso-Bedate 1988; Udaykumar e Joshi 1997). A presenca de iluminacao artificial
nas unidades com iluminacdo pode ter levado a uma menor producdo de melatonina nos
anuros em relacdo aos individuos das unidades sem iluminagdo, gerando alteragdes nos
periodos da reprodugdo. A presenca de iluminacdo artificial nos habitats também pode
interferir em outros eixos hormonais, como no eixo hipotalamico-pituitario-gonadal, que esta

diretamente relacionado aos processos reprodutivos dos animais (Ouyang et al. 2018).

45



493

494

495

496

497

498

499

500

501

502

503

504

505

506

507

508

509

510

511

512

513

514

515

516

517

Desse modo sugerimos fortemente o desenvolvimento de estudos de cunho
cronobioldgico relacionados aos efeitos da iluminagdo publica sobre a reproducao dos
anfibios. Trata-se de um grupo de vertebrados cujos estudos relacionados ao papel da
iluminacdo sobre a reprodugdo sao escassos. Dentre a literatura disponivel, em geral, ¢ dado
enfoque para a iluminagao natural, nos quais sao testados os efeitos da iluminagdo lunar sobre
a reproducao (Granda et al. 2008; Grant et al. 2012). Por outro lado, os efeitos da iluminagao
artificial sobre a reproducao ¢ relativamente bem conhecida para mamiferos e aves. Estudos
mostram, por exemplo, que em aves, a maturidade reprodutiva e a postura de ovos podem ser
antecipadas devido a presenca de iluminagdo artificial (Dominoni e Partecke 2015 e
Kempenaers et al. 2010, respectivamente), do mesmo modo em que nds observamos
antecipacdo no pico da temporada de vocalizagdo de algumas espécies de anuros. Com
relacdo aos mamiferos, ha registros de que a iluminacdo artificial gera um atraso no
nascimento dos filhotes em alguns marsupiais, relacionado a uma menor producdo de
melatonina (Robert et al. 2015), e, ao mesmo tempo, ha registro de antecipagdo do ciclo
reprodutivo em alguns primatas (Letallec et al. 2015). Isso refor¢a a variedade de resposta

dos organismos aos efeitos da iluminacdo mesmo dentro de um mesmo taxon (mamiferos).

Em relacdo a influéncia da iluminagdo artificial no ciclo de vocalizagdo das espécies
ao longo da noite, a similaridade no tempo dedicado a vocalizacdo e no horario de inicio e
término da atividade de vocalizacdo entre os banhados ndo era esperada. J& que a presenga de
iluminacao artificial e a consequente alteragdo no ciclo natural de luz e escuro gerada por ela
nas unidades amostrais com ilumina¢do deveria alterar o ritmo circadiano das espécies
(Gaston et al. 2013), diminuindo o tempo dedicado a vocalizagdo e fazendo com que
comegassem a vocalizar mais tarde. Uma diminui¢do no tempo dedicado a vocalizagdo por

noite era esperada devido a um possivel efeito inibitério gerado pela presenca de iluminagao

artificial nas unidades amostrais com iluminagdo, como foi relatado para machos de Rana
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clamitans, que vocalizam menos quando expostos a um pulso de luz artificial de 15 minutos
(individuos aclimatados por cinco minutos) (Baker e Richardson 2006), e também pelo fato
de que em noites de lua cheia (mais iluminadas) algumas espécies podem vocalizar menos
para prote¢ao contra predadores guiados visualmente (Granda et al. 2008; Grant et al. 2012).
Além disso, era esperado que as espécies iniciassem a atividade de vocalizagdo mais tarde e
cessassem mais cedo nas unidades amostrais com iluminagdo, ja que a maioria das espécies
analisadas vocalizam a maior parte do tempo durante a noite (com excegao de P. falcipes que
vocaliza frequentemente durante o dia) (Witt 2013), e a presenca de luz artificial poderia
alterar a percepcao do anoitecer. Em algumas aves ocorre a antecipacao do inicio da atividade
de vocalizacao em locais com iluminagao artificial, em espécies que comeg¢am a vocalizar ao
amanhecer (Kempenaers et al. 2010; Dominoni et al. 2014). A espécie P. minuta foi a Unica
que se comportou conforme o esperado de que na presenga de iluminacdo as espécies
cessassem a atividade de vocalizagao mais cedo. Isto indica a sensibilidade de uma espécie
aquatica, que vocaliza predominantemente durante a noite e ocasionalmente durante o dia
(Witt 2013) a presenca de iluminagdo artificial e um risco de diminuicdo nas chances de
machos de P. minuta em atrair fémeas, podendo levar a um menor numero de individuos

adicionados a populacao.

Ainda em relacdo ao comportamento de vocalizacdo ao longo da noite, o fato de
termos registrado um pico noturno de machos em atividade de vocalizacdo (atividade
concentrada em um periodo da noite) para a maioria das espécies que alteraram seu
comportamento na presenga de iluminacdo (B. pulchella, P. minuta e P. falcipes) somente nas
unidades sem iluminagdo refor¢a a nossa hipdtese de que a luz altera a atividade de
vocalizacdo dos anuros. Enquanto que nas unidades com iluminagdo a atividade de
vocalizacdo dessas espécies foi distribuida uniformemente ao longo da noite. Em ambientes

com iluminagao natural, os anuros presenciam mudancas naturais de iluminagao ao longo do
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dia, que podem sinalizar os melhores momentos para concentragdo de vocalizagdo, onde ¢
investida maior energia para reprodug¢do, da mesma forma que o fotoperiodo sinaliza
mudangas sazonais na reprodu¢ao (Canavero ¢ Arim 2009). J& em ambientes iluminados
artificialmente, a luz pode gerar uma redu¢ao na capacidade de percepcao de mudancas sutis
na luminosidade ambiental natural. Esse fato pode explicar a auséncia de pico de atividade de
vocalizagdo nesses ambientes, nos quais os machos nao percebem o melhor momento para
vocalizagdo e assim vocalizam igualmente ao longo da noite. Além disso, a tendéncia
observada de atraso no horario do pico de atividade de vocalizagdo de P. minuta e P. falcipes
nas unidades com iluminagao (estatisticamente nao tem pico, mas os dados brutos indicam um
pico discreto) pode estar relacionada ao maior comprimento do fotoperiodo nessas unidades,
que atrasa a chegada da noite e consequentemente atrasa o pico de atividade de vocalizacao.
Apenas Physalaemus sp. apresentou comportamento inverso aos das demais espécies que
responderam a presenca de iluminagdo, enquanto que as outras espécies analisadas nao
alteraram seu ciclo noturno de atividade de vocalizagcdo na presenca de luz artificial. Tais
resultados reforcam o fato de que a iluminagao artificial afeta de forma distinta as diferentes
espécies. Se as modificagdes geradas pela iluminacao artificial nos padrdes de distribuicao de
machos em atividade de vocalizacao ao longo da noite ndo forem acompanhadas pelo periodo
de atividade das fémeas das espécies afetadas, o sucesso reprodutivo novamente pode ser

afetado.

,

E possivel que o modo de vida e o micro-habitat selecionado como sitio de
vocalizagdo para cada espécie influencie seu nivel de suscetibilidade aos impactos da
iluminacao artificial. Dentre as espécies as quais registramos maior quantidade de mudancas
no comportamento de vocalizagcdo devido a iluminagdo artificial, algumas vocalizam sobre a
lamina d’agua (P. minuta e Physalaemus sp.) enquanto que outras vocalizam empoleiradas na

vegetacdo (B. pulchella e D. sanborni) (Witt 2013). J& a espécie L. gracilis, que
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aparentemente foi uma das menos afetadas pela iluminagao artificial, vocaliza no interior de
tocas construidas no solo (Witt 2013), o que pode protegé-los da luz artificial noturna. Este
fato indica que a iluminacao artificial pode influenciar o comportamento de vocalizagdo de

espécies que ocupam diferentes estratos no ambiente.

O pulso de luz gerado nas comunidades gerou uma inibi¢do da atividade de
vocalizagdo das espécies das unidades amostrais sem iluminagdo. Esse comportamento ja foi
registrado por Hall (2016), que observou uma diminui¢do no nimero de machos em atividade
de vocalizacdo em ambientes naturais quando ¢ introduzido um pulso de iluminagao artificial
no ambiente. Em situacdes reais, esses pulsos podem ser gerados pelos fardis de automodveis
que trafeguem proximos a sitios reprodutivos, por lanternas de pessoas que passem proximo

aos sitios, dentre outros exemplos (Baker e Richardson 2006).

E importante reforgar que apenas as popula¢des das unidades amotrais sem iluminagio
artificial tiveram sua atividade de vocaliza¢do inibida pelo pulso de luz. Isso sugere que haja
aclimatacdo a luz gerada pela presenga iluminag¢do publica. Além disso, foi observado que
apods cessarem a vocalizacdo com a introduc¢do do pulso de luz nas unidades amostrais sem
iluminagdo, os machos voltam a vocalizar rapidamente. Isso sugere que a iluminagdo breve e
intercalada como a gerada por fardis de carros poderia gerar impacto sobre a atividade
reprodutiva em locais onde os pulsos ocorram com grande frequéncia, como em sitios
reprodutivos proximos a rodovias movimentas. Sabe-se que em ambientes escuros ocorre
dilatagdo das pupilas dos anuros assim como para outros vertebrados. Quando ocorre um
rapido aumento na iluminagdo do ambiente, como um pulso de luz, os individuos tém sua
visdo ofuscada como se estivessem “cegos” por um tempo (Buchanan 2006). E possivel que
nas unidades amostrais com iluminagdo a visdo dos anuros ja estivesse aclimatada, e por isso,

o pulso de luz ndo foi suficiente para ofuscé-los e ndo houve alteragdo no comportamento de
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vocalizagdo. Além disso, ¢ provavel que a adaptagdo a luz nas comunidades de anuros
analisadas seja rapida, ja que ap6s o pulso de luz nas unidades amostrais sem iluminagdo os
machos voltaram a vocalizar rapidamente ap6s pausarem com o pulso. Houve casos em que

os individuos voltavam a vocalizar mesmo durante o pulso de luz.

Os banhados com e sem iluminagdo que analisamos neste trabalho eram similares em
relacdo a vegetagdo, a riqueza de anuros, ¢ estavam submetidos as mesmas condigdes
climaticas. Além disso, as coletas de dados foram realizadas em dias seguidos nos dois tipos
de banhados, para evitar grandes diferencas de temperatura e umidade. A paisagem local era
extremamente homogénea, com relevo plano e predominio de gramineas (Cordazzo e Seeliger
2003; Seeliger et al. 2004; Cordazzo et al. 2006). A paisagem era associada a corpos d’agua
temporarios semelhantes em sua configura¢do e tipo de biota vegetal associada (Cordazzo
2002; Pereira et al. 2012). No entorno dos sitio reprodutivos, os arbustos, quando presentes
eram baixos ¢ esparsos. Dessa forma, a varidvel que mais diferia entre os dois tipos de
banhados era a presen¢a de iluminacdo artificial. Por este motivo, os resultados foram
discutidos com énfase na presenca ou auséncia de iluminagdo artificial e a consequente

alteragdo no ciclo de luz e escuro nos banhados.

A partir dos resultados deste estudo foi possivel concluir que a presenga de iluminacdo
artificial proxima a sitios reprodutivos de anuros pode comprometer o sucesso reprodutivo de
algumas espécies, através de alteracdes em aspectos sazonais e temporais (ao longo da noite)
da atividade de vocalizacdo. Além disso, foi observado que pulsos rapidos de luz, como os
gerados pela passagem de automoveis proximos a sitios reprodutivos, podem inibir a
atividade de vocalizacdo de anuros ndo adaptados a iluminagdo artificial, fato que também
pode afetar a reproducdo das espécies em locais com muito trafego. A possivel diminui¢do do

sucesso reprodutivo das espécies de anuros gerada pela iluminagdo artificial ¢ alarmante,
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devido ao atual estado de declinio em que este grupo de animais se encontra. E importante a
realizagdo de estudos futuros em laboratério com condigdes controladas de exposigao a luz
que investiguem os efeitos deste tipo de poluicdo na atividade de vocalizagao e em outros
aspectos reprodutivos, sendo interessante também a inclusdo de lampadas com diferentes
espectros na pesquisa. Além disso, estudos populacionais de longa duragdao que avaliem o
numero de individuos que estao sendo adicionados nas populagdes que sofram incidéncia de
iluminacao artificial e estudos que avaliem o comportamento de fémeas e girinos expostos a
iluminacdo seriam importantes para um acompanhamento das consequéncias da iluminagao
artificial para este grupo de animais. Por enquanto, a principal medida que deve ser tomada
para protecao de animais a iluminagao artificial ¢ a nao iluminagao e a preservacao de areas

importantes para a reprodugdo, como as areas umidas sdo para muitas espécies.
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Tabela 1. Resultados da estatistica circular para verificacdo de ocorréncia de sazonalidade na

abundancia de machos de anuros de diferentes espécies em atividade de vocalizagdo ao longo

de um ano em banhados com e sem interferéncia de iluminagao publica no sul do Rio Grande

do Sul, Brasil.

Vetor Data Comprimento Desvio
. Unidade ‘4 aproximada P - padrao Rao Watson
Espécie médio vetor médio
amostral ) correspondente ) circular (p) Wheeler
H ao vetor (SD)
comluz 140 220,5° 10de agosto 0,941 20° <0,01
Physalaemus W=20,2
sp. p<0,05
semluz 60 254,6° 15 desetembro 0,762 42,2° <0,01
comluz 58 262,7° 23 de 0,693 49°  <0,01
. setembro W=10
P. minuta 0<0,05
semluz 203 257,6° 18 desetembro 0,805 37,8° <0,01 ’
comluz 178 180,3° 30 de junho 0,558 61,9° <0,01
S. w=3
squalirostris ) p>0,05
semluz 156 180,5° 30 de junho 0,548 62,9° <0,01
comluz 60 263,4° 23 desetembro 0,616 56,4° <0,01
, W=49,9
D. sanborni 0<0,05
semluz 113 285,3° 15 de outubro 0,889 27,7° <0,01 ’
comluz 200 142,7° 23 de maio 0,614 56,6° <0,01
W=10,5
B. pulchella 0<0,05
semluz 351 158,6° 9 de junho 0,744 44°  <0,01 ’
comluz 37 348,9° 19 de dezembro 0,849 32,8° <0,01
L. gracilis W=1,2
-9 0>0,05
semluz 43 350° 20 de dezembro 0,763 42,1° <0,01
comluz 13 309,7° 10 de 0,91 24,9° <0,01
. novembro W=0,3
P. falcipes
A 11 de . p>0,05
semluz 100 311, 0,883 28,6° <0,01
novembro
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Tabela 2. Extensao da temporada de vocalizagdo de espécies de anuros em banhados com influéncia de iluminacdo publica e banhados sem

influéncia de iluminagdo publica, localizados nos arredores da zona urbana da cidade de Rio Grande (RS) e na Esta¢ao Ecoldgica do Taim (RS),

respectivamente, entre setembro de 2016 e agosto de 2017.

Espécies Unidade Meses Total de
amostral |Janeiro Fevereiro Margo Abril Maio Junho Julho Agosto Setembro Outubro Novembro Dezembro meses
Physalaemus com luz 4
sp. sem luz 6
P. minuta com luz 6
sem luz 8
S. squalirostris com luz 9
sem luz 10
D. sanborni com luz /
sem luz 6
ml
B. pulchella com fuz 9
sem luz 9
- com luz a
L. gracilis
sem luz 5
P. falcipes com luz 3
sem luz 2
L. latrans com luz 1
sem luz 1
Odontophrynus com luz 1
sp. sem luz 2
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Tabela 3. Valores médios e desvio padrdo do hordrio minimo, hordrio maximo e duracao
(nimero de horas) da atividade de vocalizacdo de machos de anuros em banhados com e sem
influéncia de iluminagdo publica no sul do Rio Grande do Sul, Brasil. Intervalo de horas
analisado das 19h as 07h. O “N” ¢ referente ao nimero de amostragens em que as espécies

estavam presentes.

Espécies (MédiazD.P.)

Physalaemus P. S. D. B. L. P.
sp. minuta squalirostris sanborni pulcella gracilis falcipes
Hora
.. 19h+0,5 20h+1,9 20h+1,2 20h#+1,5 21h#3,3 20h%0,7 19hz%0,6
minima
Hora
Com . . 03h+3,8 03h+2,7 04h+2,6 02h+2,3 03h+2,9 01h+2,5 01h%0
maxima
luz b .
uragdo 97439  7,543,6 86438  6,243,8 6,7+3,4 57+2,9 4+1,1
(horas)
N 6 10 14 10 15 10 4
Hora
.. 20h+2 21h+3,5 20h*2,6 20h+1,9 20h#2,6 21h%2,8 19h#0,6
minima
Hora
Sem L. 01h+3 06ht1,7 04h+2,2  02h+2,8 04h+2,6 01ht2,5 02h16
maxima
luz .
Duragdo o o137 85:44 81445 53,6 7,342 4,7+2,8 6,2453
(horas)
N 11 17 18 10 16 8 5
minma 0005 o005 po0s  US475 U=97 U=so  u=s
Valores =5 P> =% p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
dos Hora U=21 U=132,5 U=135,5 U=52,5 U=127 U=43,5 y=12

testes mMaxima p>0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

Duragao U=16,5 U=100 U=122 U=38,5 U=133,5 U=33 U=12
(horas) p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
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Tabela 4. Resultados da estatistica circular para andlise da distribuicdo da abundancia de

machos em atividade de vocalizacdo ao longo da noite (19h as 07h) em banhados com e sem

interferéncia de iluminagao publica no sul do Rio Grande do Sul, Brasil.

Vetor Hora Comprimento Desvio
. . Unidade Y aproximada P - padrdao Rao Watson
Espécie médio vetor médio
amostral ) correspondente (") circular (p) Wheeler
H ao vetor (SD)
Physalaemus comluz 44 77,8° 22h 0,083 127,8° <0,01 w=0,09
sp. semluz 12 107,9° 23h 0,154 110,9° >0,01 p>0,05
com luz ° : ° =
P. minuta 21 126,8 23:30h 0,142 113,2 >0,01 w=0,869
semluz 34 85,9° 22h 0,213 100,7° <0,01 p>0,05
S. comluz 18 83,1° 22h 0,046 142,1° >0,01 W=0,56
squalirostris semluz 18 106,8° 23h 0,266 93,2° >0,01 p>0,05
I ° . ° =
D. sanborni comluz 15 70,6 21:30h 0,161 109,3° >0,01 w=0,936
semluz 19 854° 22h 0,393 78,2° >0,01 p>0,05
com lu ° ° -
. pulchella z 15 75,9 22h 0,189 104,6° >0,01 W=0,885
semluz 35 78,8° 22h 0,446 72,7° <0,01 p>0,05
. comluz 10 124,6° 23:30h 0,277 91,7° >0,01
L. gracilis
semluz 8 121,8° 23:30h 0,433 74,1°  >0,01 -
com luz ° : ° =
P. falcipes 10 124,6 23:30h 0,277 91,7 >0,01 Ww=1,95
semluz 42 53,6° 21h 0,467 70,6° <0,01 p>0,05
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Lista de figuras

Figura 1. Localizagdo geografica dos banhados amostrados. A imagem 1 contempla as
unidades amostrais com iluminacao (A), localizadas nos arredores do nucleo urbano da cidade
de Rio Grande, e as unidades amostrais sem iluminagao (B), localizadas na Estagcdo Ecoldgica
do Taim, ambas no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. A imagem 2 ¢ uma representagao
dos mesmos locais da imagem 1, durante a noite, evidenciando a poluicdo luminosa nas

unidades amostrais do ponto “A” e a auséncia de polui¢ao luminosa no ponto “B”.

Figura 2A. Diagramas circulares representando a abundancia média mensal de machos de
Physalaemus sp. (A), Pseudis minuta (B), Boana pulchella (C) e Dendropsophus sanborni
(D) em atividade de vocalizagdo entre os meses de janeiro (0°) e dezembro (330°) (intervalos
de 30° entre os meses) em banhados com e sem influéncia de iluminagdo publica no sul do
Rio Grande do Sul, Brasil. A seta preta corresponde ao vetor » ¢ aponta para o angulo (més)
com maior concentragdo de abundancia de individuos. Escalas vao de 0 (zero) a 100. Fotos:

“A” (Alexandro Tozetti; “B” e “C” (Mateus de Oliveira); “D” (Marcio Borges-Martins).

Figura 2B. Diagramas circulares representando a abundancia média mensal de machos de
Scinax squalirostris (E), Leptodactylus gracilis (F) e Pseudopaludicola falcipes (G) em
atividade de vocalizagdo entre os meses de janeiro (0°) e dezembro (330°) (intervalos de 30°
entre os meses) em banhados com e sem influéncia de iluminacdo publica no sul do Rio
Grande do Sul, Brasil. A seta preta corresponde ao o vetor » e aponta para o angulo (més) com
maior concentracdo de abundancia de individuos. Escalas vao de 0 (zero) a 100. Fotos:

Marcio Borges-Martins.
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Material Suplementar

Tabela S1. Abundancia média, desvio padrao e presenca (>zero) ou auséncia (zero) de espécies de anuros em banhados com influéncia de
iluminagdo publica e banhados sem influéncia de iluminagdo publica, localizados nos arredores da zona urbana da cidade de Rio Grande (RS) e

na Estac¢do Ecologica do Taim (RS), respectivamente, ao longo de um ano (setembro de 2016 a agosto de 2017).

Meses e angulos correspondentes

Espécies Unidade Janeiro Fevereiro Margo Abril Maio Junho Julho Agosto Setembro Outubro Novembro Dezembro
amostral 02 30¢ 602 902 120¢ 150¢ 180¢ 210° 240° 2702 3002 3302
Abundancia (médiatD.P.)
Physalaemus  com luz 0 0 0 0 0 0 0 100 3+2,8 0,7%0,6 0,3%0,6 0
sp. sem luz 0 0 0 0 0 0 0,3+0,6 10 2,3+2,3  0,7+0,6 1+0 0,7+0,6
P. minuta com luz 0 0 0,5+0,7 0 0 0 0 110 1+0 2,3+2,3 0,7+0,6 0,3+0,6
) sem luz 0 0,310,6 0 0 0 0,7t0,6 10 1+0 5,3+4,5 1040 1+0 1+0
, . com luz 0 0 0,5+0,7 0,5+0,7 5,516,4 1%0 110 510 3+2,8 110 0 0,310,6
S. squalirostris
sem luz 0 0,3+0,6 0,3+0,6 0,3#0,6 3,7+2,3 1+0 3,7+2,3 2,3+2,3 2,3%2,3 1+0 0 0,7+0,6
, comluz 0,3+0,6 0 0,5+0,7 0 0 0 0 0,5+0,7 32,8 0,3+0,6 0,7+0,6 0,7+0,6
D. sanborni
semluz 0,3%0,6 0 0 0 0 0 0 0,310,6 110 445,2 540 0,7+0,6
B. pulchella com luz 0 0,5+0,7 1+0 3+2,8 5,5+6,4 3+2,8 2,5#3,5 3+2,8 0,5%0,7 1+0 0 0
| sem luz 0 0,3+0,6 0,3+0,6 2,3%+2,3 8,3+2,9 8,3+2,9 8,3+2,9 5,3%4,5 1+0 1+0 0 0
L com luz 1+0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,7+0,6 110
L. gracilis
sem luz 110 0 0 0,310,6 0 0 0 0 0 0 110 110
, com luz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,3+0,6 0,3+0,6 0,7+0,6
P. falcipes
sem luz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3,315,8 0 6,7£2,9
com luz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,3+0,6
L. latrans
sem luz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 110 0 0
Odontophrynus com luz 0 0 0 0 0,5+0,7 0 0 0 0 0 0 0
sp. sem luz 0 0 0 0 2+2,6 0 0,310,6 0 0 0 0 0
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Tabela S2. Frequéncias (numero de individuos no horario/nimero de registros da espécie no horario) de espécies de anuros das 19h as 07h em

banhados com e sem influéncia de iluminagao artificial, no sul do Rio Grande do Sul, Brasil.

Frequéncia (abundancia/ n2 de registros)

Espécie Physalaemus sp. P. minuta S. squalirostris D. sanborni B. pulchella L. gracilis P. falcipes
Hora comluz semluz comluz semluz comluz semluz comluz semluz comluz semluz comluz semluz comluz sem luz
19h 6,5 1 2 1,8 1 1,4 2 1 1 2,6 1 0 1 8
20h 3,2 1,7 1,6 4,4 1,3 1,9 1 3,2 2,1 5,8 1 1 1 8,3
21h 3,2 1 1 4 1,7 2,2 1,7 2,8 2 5,4 1 1 1 8,3
22h 3,6 1 1,5 4,2 1,6 2,1 1,6 3,2 1,7 5,1 1 1 1 3
23h 3,6 1 1,5 3,2 1,6 2,2 1 2 1,4 4,2 1 1 1 3
00h 3,6 1 1,5 2,9 1,3 2,3 1 1,6 1,4 3,5 1 1 1 3,7
01h 2,8 1 1,6 2,9 1,3 1,8 1 1 1 3 1 1 1 3
02h 2,8 1 1,7 2,1 1,4 1,3 1 1 1 1,3 1 1 1 1
03h 3,2 1 1,6 2 1,4 1 1 1 1 1 1 0 1 1
04h 4 1 1 2,1 1,5 1 1 1 1 1 1 1 1 1
05h 2,3 1 1 2,1 1,6 1 1 1 1 1 0 0 0 1
06h 3 0 1 1,4 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1
07h 1 0 1 1,6 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Figura S1: Representagdo das unidades amostrais com iluminag¢do (1), localizadas nos
arredores do nucleo urbano da cidade de Rio Grande, e sem iluminagdo (2), localizadas na
Estacdo Ecoldgica do Taim, Rio Grande do Sul, Brasil. Imagens capturadas em periodos
diferentes do ano, na primeira, periodo seco, e na segunda, alagado.

Figura S2: Equipamento utilizado para gera¢ao do pulso de luz de dois minutos nas unidades

amostrais com ¢ sem iluminagao sendo testado.
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Figura S3: Espectros das lampadas analisadas no laboratério de fisica da Universidade do
Vale do Rio dos Sinos, Rio Grande do Sul. “A”: lampada LED; “B”: lampada fluorescente;

“C”: lampada hal6gena; “D”: lampada de vapor de sédio de alta pressao.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Pela primeira vez foram avaliados em campo os efeitos da exposi¢dao cronica a
iluminacao artificial (iluminagdo publica todas as noites) em aspectos reprodutivos de anuros,
o que atende as sugestoes de Baker e Richardson (2006) nas conclusdes de seu estudo, ja que
até entdo tinham sido realizados somente experimentos em ambientes naturais (sem
iluminacdo artificial) onde eram inseridos pulsos de luz (Baker e Richardson 2006; Hall
2016). Além disso, o presente estudo também € o pioneiro em avaliar o efeito de um pulso de
luz artificial em individuos de banhados expostos € ndao expostos a iluminagdo artificial,
investigando a existéncia de aclimatacdo a luz, ja que antes este efeito tinha sido avaliado
somente em banhados naturais (Baker e Richardson 2006; Hall 2016).

Este estudo concluiu que os anuros adaptam-se a presenca de iluminagao artificial, e
vocalizam mesmo na sua presenca. Porém, foi observado que a presenca de iluminagao
artificial em sitios reprodutivos de anuros gera alteragdes sazonais e temporais (ao longo da
noite) na atividade de vocalizagdao de algumas espécies, principalmente devido a alteracdes
nos ciclos naturais de luz e escuro geradas pela luz artificial. Além disso, foi observado que
pulsos de luz gerados em banhados sem ilumina¢do levam a inibi¢do da atividade de
vocalizacdo dos machos. Essas alteragdes podem levar a diminuicao do sucesso reprodutivo
das espécies, por investirem energia para reprodu¢dao em um periodo desfavoravel e também

por uma diminuic¢ao das chances de atra¢do de fémeas pelos machos.

Além dos efeitos da iluminacdo artificial em aspectos reprodutivos relatados neste
estudo, a iluminagdo artificial pode afetar de varias outras formas os anuros. Pode alterar a
disponibilidade de alimento (para insetivoros), ja& que a abundancia de insetos ¢ afetada pela
iluminacao artificial (Eisenbeis e Hanel 2009); pode modificar o comportamento das fémeas

de anuros para escolha do macho (Rand et al. 1997); pode alterar o comportamento de
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forrageamento (Buchanan 1993) e também pode alterar diversas dimensdes de nicho,
modificando a abundancia de alguma espécie de anuro e aumentando a de outra, modificando
a disponibilidade de alimento e de espaco. Juntando todas essas informagdes ¢ possivel
concluir que a poluicdo luminosa, que tende a crescer cada vez mais com o aumento da

populag¢do humana, pode ser um dos fatores que esta levando ao declinio os anfibios.

Para aprimorar os resultados obtidos com este estudo, como perspectivas, seria
interessante a quantificagdo de melatonina de individuos de anuros expostos € ndo espostos a
iluminagdo publica, para confirmar a diminuicdo dos niveis desse hormdnio de anuros em
fotoperiodos prolongados. E também a quantificagdo de girinos em banhados expostos e nao
expostos, para verificar se a iluminagdo publica realmente diminui a taxa de individuos
adicionados nas populagdes. Além disso, medidas mitigatdrias sdo importantes. Como por
exemplo, ndo iluminar areas imidas, se possivel. Se for necessaria a iluminagdo, que sejam
utilizadas luminarias que direcionem o fluxo de luz, para ndo haver dissipagdo de luz no

ambiente.

Referéncias

Baker, B.J. e Richardson, J.M.L. 2006. The effect of artificial light on male breeding season
behaviour in green frogs, Rana clamitans melanota. Canadian Journal of Zoology. 84:
1528-1532.

Buchanan, B.W. 1993. Effects of enhanced lighting of the behaviour of nocturnal frogs.
Animal Behaviour. 45: 893-899.

Eisenbeis, G. e Hanel, A. 2009. Light pollution and the impacto of artificial night lighting on
insects. In Ecology of Cities and Towns: A Comparative Approach. Edited by M.
McDonnell, A. Hahs e J. Breuste. Cambridge: Cambridge University Press. pp. 243-263.

Hall, A.S. 2016. Acute Artificial Light Diminishes Central Texas Anuran Calling
Behavior. American Midland Naturalist. 175: 183-193.

Rand, A.S., Bridarolli, M.E., Dries, L., ¢ Ryan, M.J. 1997. Light levels influence female
choice in Tngara Frogs: predation risk assessment. Copeia. 2: 447-450.

69



ANEXOS

U' UNIVERSIDADE D0 VALE DO RIO DOS SINOS
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Normas resumidas da revista Canadian Journal of Zoology
O restante das normas esta disponivel no link:

http://www.nrcresearchpress.com/page/cjz/authors

Scope of the Journal and guidelines for papers

The Canadian Journal of Zoology publishes, in English or French, articles, notes, reviews,
and comments in the general fields of behaviour, biochemistry and physiology,
developmental biology, ecology, genetics, morphology and ultrastructure, parasitology and
pathology, and systematics and evolution. Manuscripts must contain significant new findings
of fundamental and general zoological interest and may not be considered if they do not meet
these criteria. Surveys and descriptions of new species are published only where there is
sufficient new biological information or taxonomic revision also involved to render the paper
of general zoological interest. Low priority is given to confirmatory studies, work that is
primarily descriptive in nature, investigations primarily of local or regional interest,
techniques unless of broad application, and species range extensions. Manuscripts should
include a clear statement of purpose, providing the academic rationale for the work and
(or) the hypothesis to be tested by the work. A manuscript may be rejected if this is
lacking.

Parts of the manuscript

Format and organization

The manuscript should be double spaced, on paper 21.5 cm x 28 cm (8.5 in. X 11 in. or ISO
A4) with continuous numbered lines. Lines in the manuscript must be numbered,
continuously, beginning with the title. Each page should be numbered, beginning with the title
page. For material that is to be set in italics, use an italic font; do not underline. Use capital
letters only when the letters or words should appear in capitals.

All articles must contain a title page (p. 1) and an abstract (p. 2), followed by Introduction (p.
3), Materials and methods, Results, Discussion, and Acknowledgements sections, plus
references, tables, figure captions, and appendices. (See descriptions of each part of the
manuscript, below.) Tables and captions for illustrations should be on separate pages.
Supplementary material should be clearly denoted and uploaded as part of the electronic
submission process. Note that Notes, Reviews, and Comments do not necessarily have
Introductions, Material and methods, Results, and Discussions.

Presenting a manuscript to maximize its online discoverability

Authors can structure their manuscript to maximize its online discoverability by following a
few simple guidelines. In particular, the wording of the title and abstract is especially
important, because these are freely available to all readers and are used by a wide variety of
systems to find and retrieve content, such as search engines, indexers, and digital catalogs.
Consider the following suggestions:
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— Include keywords in your abstract that are reflective of the paper. These should be
included right in the text of the abstract, and can be repeated if it makes sense to do so. When
choosing keywords, consider what words you yourself would enter into a search box if you
were to search for your work online.

— Where possible and practical in the abstract, include synonyms for your keywords which
laypersons would understand.

— Use your keywords in the body of the paper where appropriate.

— Ensure that abstracts are complete, such that they include a clear definition of the problem,
methods, and results.

Title

Both titles and abstracts provide information for contemporary alerting and information
retrieval services, and should therefore be informative but brief. Titles are also the most
heavily weighted element of a paper for online search engines and should therefore
contain important descriptive phrases that relate to the topic, stating information such as the
experimental organism, specific behaviour, modifying agent, and key result. Titles should be
brief and clear. Common names and correct taxonomic names should both be included in the
title, as in the example “The cuticle of tephritid fruit flies (Urophora spp.)”. Do not include
authorities in taxonomic names.

Title page

The title page should contain the following. (i) The full title of the paper. (i) Authors’ names
(with initials only) listed in the order in which they are to appear at the head of the printed
article. (iii) Affiliation and address (including e-mail address) for each author. This should
reflect the affiliation and address at the time of the study. Indicate current affiliations and
addresses (including e-mail addresses) that differ from those in the by-line in a footnote. (iv)
Name, address, telephone number, fax number, and e-mail address of the author responsible
for correspondence.

Abstract

An abstract 1s required for every contribution. Its content is particularly important for alerting
services, search engines, and for readers, who scan the abstract to decide whether to download
and read the rest of the paper. The abstract should be well written and contain three to four
descriptive keyword phrases that will draw the reader to the content. Because search engines
look for duplication of terms, repeating keyword phrases in the title and abstract increases the
chance that a paper will be found during an online search; care should be taken, however,
because excessive repetition of a term can cause a search engine to reject a Web page.

The abstract should state the academic rationale (purpose) of the work, the design and
methods used in the study, key results and trends, and lastly implications and conclusions of
your work. It should not be more than 200 words and appear on a separate page. All
authors’ names and initials, as well as the complete title of the paper, must be included at
the top of the page (a copy of this page is sent separately to the translator). Abstracts

72



submitted in one language will be translated into the other official language by the Journal
translator. References should not be cited in the abstract unless they are absolutely essential,
in which case full bibliographic information must be provided.

Graphical Abstracts

Authors are encouraged to submit a graphical abstract with their manuscripts. The purpose of
a graphical abstract is to visually describe a concept or finding from the paper to entice
readers and encourage understanding of the main message of the paper. The graphical
abstract may consist of an illustration, diagram, equation, or other informative visual that
serves to explain the subject of the article. Graphical abstracts appear online only.

Authors should note that the maximum allowable size of the final reproduction is 40 mm (150
pixels) high by 85 mm (320 pixels) wide. The graphical abstract must be submitted
electronically during the manuscript submission process.

Key words
Authors must provide a minimum of five key words below the Abstract, two of which must
be the scientific name of the study species and the common name of the study species.

Introduction

Limit the Introduction largely to the scope and rationale of the study. Restrict the literature
review and other background information to that needed in defining the problem or setting the
work in perspective. The Introduction should finish with a clear statement of purpose for the
work.

Materials and methods

The degree of reproducibility of experiments should be indicated either in general
statements in Materials and methods and Results or, preferably, as statistical treatments of
numerical data cited in tabular or graphic form.

The experimental or computational material must be sufficiently detailed to permit
reproduction of the work, but must be concise and avoid lengthy descriptions of known
procedures; the latter should be specified by appropriate references. A reader’s attention
should be drawn to any new or unusual hazards encountered in the experimental work.

Sources of biological materials, experimental methods, geographical locations, and statistical
methods should be described. Precise locations of rare and endangered organisms should not
be divulged. Sources of commercially available laboratory of field equipment and fine
chemicals should be indicated in parentheses; list the company name, city, and country.

Results

The Results section should contain only enough explanation and interpretation to allow the
reader to understand why experiments or observations were carried out and what they mean.
State noteworthy findings to be noted in each table and figure, and avoid restating in the text
what is clear from the captions. Authors should ensure that the number of significant digits
used to describe their data does not exceed the accuracy with which the measurement can be
made. For numbers from —1 to 0 and from 0 to +1, the decimal must be preceded by a zero in
text, tables, and figures. Material supplementary to the text can be archived in the report
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literature or a recognized data depository and referenced in the text (see Supplementary
material section).

Discussion

The Discussion section should not rehash results and contain no new findings that have not
already been mentioned under Results. Conclusions should be put under Discussion, not as
a separate section.

Acknowledgements

Acknowledgements should be written in the third person and kept to a concise recognition of
relevant contributions.

Footnotes

Footnotes to material in the text should not be used unless they are unavoidable, but their use
is encouraged in tables. Where used in the text, footnotes should be cited in the manuscript by
superscript Arabic numbers (except in the tables, see below) and should be numbered serially
beginning with any that appear on the title page. Each footnote should be typed on the
manuscript page upon which the reference is made; footnotes should not be included in the
list of references.

Equations and list of symbols

Equations should be clearly typed; triple-spacing should be used if superscripts and (or)
subscripts are involved. Superscripts and subscripts should be legible and carefully placed.
Distinguish between lowercase | and the numeral one, and between capital O and the numeral
zero. A letter or symbol should represent only one entity and be used consistently throughout
the paper. Each variable must be defined in the text or in a List of symbols to appear after the
reference list. Variables representing vectors, matrices, vector matrices, and tensors must be
clearly identified. Numbers identifying equations must be in parentheses and placed flush
with the left margin. In numbering, no distinction is made between mathematical and
chemical equations.

References

The author is responsible for verifying each reference against the original article. Each
reference must be cited in the text using the surnames of the authors and the year, for
example, (Walpole 1985) or Green and Brown (1990). Depending on the sentence
construction, the names may or may not be in parentheses, but the year always is. If there are
three or more authors, the citation should give the name of the first author followed by et al.
(e.g., Green et al. 1991). If references occur that are not uniquely identified by the authors’
names and year, use a, b, c, etc., after the year (e.g., Green 19834, 1983b; Green and Brown
1988a, 1988b) for the text citation and in the reference list.

Uniform reference locators (URLS) or digital object identifiers (DOISs) are useful in locating

references on the Web, and authors are encouraged to include these; they should be added to
the reference in the reference list (see example below).
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Unpublished reports, private communications, and in-press references

References to unpublished reports, private communications, and papers submitted but not yet
accepted are not included in the reference list but instead must be included as footnotes or in
parentheses in the text, giving all authors’ names with initials; for a private communication,
year of communication should also be given (e.g., J.S. Jones (personal communication,
1999)). If an unpublished book or article has been accepted for publication, include it in the
reference list followed by the notation “In press”. Do not include volume or page number in
an in-press reference, as these are subject to change before publication. Authors must confirm
in their covering letter that papers cited as “In press” have been accepted for publication.

Presentation of the list

The reference list must be double-spaced and placed at the end of the text. References must
be listed in alphabetical order according to the name of the first author and not numbered.
References with the same first author are listed in the following order. (i) Papers with one
author only are listed first in chronological order, beginning with the earliest paper. (ii)
Papers with dual authorship follow and are listed in alphabetical order by the last name of
the second author. (iii) Papers with three or more authors appear after the dual-authored
papers and are arranged chronologically. For example,

Wilson 2000

Wilson and Andrews 1999

Wilson and James 1987

Wilson, James, and Andrews 1986
Wilson, Andrews, and James 1988

General guidelines on references

References should follow the form used in current issues of the Journal. The names of serials
are abbreviated in the form given in Chemical Abstracts Service Source Index (CASSI)
(Chemical Abstracts Service, 2540 Olentangy River Road, P.O. Box 3012, Columbus, OH
43210-0012, USA). In doubtful cases, authors should write the name of the serial in full. The
Journal encourages the inclusion of issue numbers which should be placed in parentheses after
the volume number. References to nonrefereed documents (e.g., environmental impact
statements, contract reports) must include the address where they can be obtained. The
following bibliographic citations illustrate the punctuation, style, and abbreviations for
references.
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Journal article with URL:
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