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RESUMO 

 

A perda da biodiversidade mundial tem como uma das principais causas a introdução de 

espécies exóticas. O controlo e a erradicação dessas espécies geram tanto mais benefício 

quanto mais cedo são utilizados. Em Portugal foi constatada recentemente a presença de um 

anuro endémico de África, Xenopus laevis, em duas ribeiras no concelho de Oeiras – Lage e 

Barcarena. Esta espécie possui uma elevada capacidade de dispersão, causou impactos 

ecológicos noutros locais onde foi introduzida, e pode ser vector de Batracochytrium 

dendrobatidis, um fungo responsável pelo declínio de muitas espécies de anfíbios. Assim, 

torna-se importante o controlo e erradicação desta espécie, antes que esta se consiga propagar 

por outros locais do país. Em 2010 foi iniciado o programa de erradicação de X. laevis em 

Portugal. Um dos principais objectivos desta tese é avaliar o sucesso do primeiro ano do 

plano; o outro é tentar detectar a presença de B. dendrobatidis nos indivíduos de X. laevis. 

Na primeira fase do plano de erradicação foi feita a prospecção de posturas e de girinos, 

bem como sessões de captura de adultos utilizando armadilhas de garrafa iscadas e pesca 

eléctrica. Capturou-se no total 102 X. laevis, 86 na Lage e 16 em Barcarena. Não houve 

correlação entre o número de animais capturados e o número de sessões de captura. O sex-

ratio foi de 0,5 fêmeas por macho. O comprimento focinho-uróstilo das fêmeas foi 94,69±9,31 

mm, e o dos machos 73,51±4,72 mm. Os animais capturados por métodos diferentes não 

diferiram em tamanho.  

Aparentemente o programa de erradicação ainda não teve efeitos mensuráveis na 

população de X. laevis. As capturas crescentes ao longo da época podem indicar que há 

animais escondidos ou em locais não visitados nas duas ribeiras, que podem recolonizar os 

locais de remoção. É importante a continuação do plano de erradicação e a expansão da 

campanha às regiões ainda não visitadas das ribeiras. 

Foram escolhidas amostras de alguns indivíduos de ambas as ribeiras para ensaios para 

a detecção do fungo. Seguiu-se um protocolo para obtenção de DNA e foram desenvolvidos e 

aplicados perfis de amplificação por PCR com diferentes pares de primers que amplificavam 

regiões ribossomais. Algumas amostras de X. laevis foram amplificadas em reacções de PCR 

com primers específicos para B. dendrobatidis. Os produtos de PCR obtidos foram 

sequenciados, mas as sequências obtidas não revelaram alguma identidade com as sequências 

deste fungo. 
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A continuidade da pesquisa da presença de B. dendrobatidis nas populações de X. laevis 

existentes em Portugal ainda é importante, visto que se este fungo provoca uma patologia 

mortal em anfíbios de outras espécies, podendo conduzi-los até mesmo à extinção. 

 

Palavras-chave: Xenopus laevis, erradicação, espécies exóticas, monitorização, 

Batracochytrium dendrobatidis. 
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ABSTRACT 

 

The introduction of exotic species is one of the main causes for the current global 

biodiversity loss. The success of control and eradication actions increases with the 

promptness of response after the introduction. Xenopus laevis, an invasive anuran originating 

from Africa was recently found in Portugal in two streams at Oeiras county – Lage and 

Barcarena. This species has high dispersal abilities, has caused impacts in other world regions 

where it was introduced, and is a known vector of Batracochytrium dendrobatidis, a fungus 

responsible for the decline and extinction of several amphibian species. Therefore, the control 

and eradication of this species is urgent. The eradication program for X. laevis in Portugal 

started in 2010. One of the main goals of this thesis is to evaluate the success of this program; 

the other is to check for the presence of B. dendrobatidis in the individuals of X. laevis.  

The first phase of the eradication program consisted in the prospection of egg masses 

and tadpoles along the streams, as well as in the capture of adults using baited funnel traps 

and electrofishing. A total of 102 X. laevis adults was captured, 86 at Lage and 16 at 

Barcarena. There was no correlation between the number of captured animals and the capture 

session number. Sex-ratio was 0,5 females per male. Snout-urostyle length was 94,69±9,31 

mm for females and 73,51±4,72 mm for males. There were no differences in body size 

between animals captured by each method. 

Apparently the eradication program had yet no effect on the local population of X. 

laevis. The number of captured animals increased along the capture sessions, implying that 

there are more animals hidden in non-visited sites of the stream that may recolonize the 

removal sites. It is important to guarantee the follow up of the eradication program and to 

expand it to the non visited sections of the streams. 

Samples of individuals from both streams were selected to perform B. dendrobatidis 

detection essays, following a DNA extraction protocol. PCR amplification profiles were used 

with different primer pairs that amplify ribosomal regions. Some samples of X. laevis were 

PCR amplified with B. dendrobatidis specific primers. The PCR products were sequenced, 

but the sequences did not reveal full identity with B. dendrobatidis sequences. 

The absence of B. dendrobatidis in Portuguese X. laevis populations is not yet 

conclusive and further studies should be carried out, as this fungus causes severe pathologies 

in non-resistant amphibians, and may even extinguish local populations and species. 
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Keywords: Xenopus laevis, eradication, invasive species, monitoring, Batracochytrium 

dendrobatidis. 
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CAPÍTULO I 

 

1. INTRODUÇÃO 

A seguir à destruição directa dos habitats, a introdução de espécies exóticas constitui a 

segunda maior ameaça à biodiversidade mundial [1]. O declínio de espécies nativas por acção 

directa de espécies invasoras pode dever-se à competição, predação, transmissão de doenças 

e/ou alterações de processos nos ecossistemas [2]. O processo de invasão biológica pode ser 

dividido em quatro fases distintas: a chegada (ou introdução) da espécie, o seu 

estabelecimento (ou fixação), a sua expansão e finalmente o estabelecimento de um equilíbrio 

da espécie na comunidade [3]. As espécies exóticas invasoras têm geralmente uma alta 

capacidade reprodutiva e de dispersão e apesar de inicialmente não ameaçarem as espécies 

nativas, podendo permanecer durante muitos anos com efectivos populacionais reduzidos, 

podem mais tarde aumentar muito rapidamente e criar sérios problemas para a conservação 

das espécies nativas [4]. Entre as espécies nativas mais afectadas encontram-se as espécies de 

rios ou lagos de água doce, pois são mais susceptíveis aos impactos das espécies invasoras, 

possivelmente devido ao facto de viverem num ambiente confinado, sendo incapazes de se 

deslocar para outro lugar [5]. 

A grande maioria das invasões biológicas modernas é causada pelo Homem que, 

acidental ou propositadamente, transporta espécies de um local para outro, introduzindo-as no 

novo ambiente. Um dos exemplos mais conhecidos em ecossistemas de água doce é o do 

“mexilhão-zebra” Dreissena polymorpha, acidentalmente levado para os Grandes Lagos dos 

Estados Unidos e Canadá em cascos de navios, e que se tornou uma grande ameaça à fauna 

nativa [6]. Em Portugal, a introdução de Procambarus clarkii, crustáceo originário da 

América do Norte, tem causado diversos impactos nos ecossistemas aquáticos, sendo um 

deles a predação sobre anfíbios [7]. 

Devido aos problemas provocados pelas espécies exóticas invasoras, muitos países 

estabeleceram estratégias conjuntas de protecção de ecossistemas e medidas para a 

erradicação, controlo e monitorização de invasões [8]. A erradicação de muitas espécies 

exóticas invasoras em diversos lugares do mundo pretende evitar os impactos causados a nível 

da diversidade biológica, da economia e do bem-estar humano (Simberloff, 2002 in [9]). A 

Convenção sobre Diversidade Biológica apela para uma abordagem hierarquizada, 
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principalmente baseada na prevenção de introduções indesejadas, mas considerando a 

erradicação como a melhor alternativa quando a prevenção falha, pois é uma das principais 

ferramentas da conservação para mitigar os impactos causados por invasões biológicas [9]. Os 

custos dos programas de erradicação muitas vezes são elevados, o que acaba por se tornar um 

factor condicionante no desenvolvimento e sucesso dos mesmos, pois o dinheiro investido na 

erradicação deverá ter um retorno positivo [10]. 

 

Em particular as ilhas são locais mais sensíveis aos impactos causados por introduções 

de espécies exóticas [11] e nos últimos anos a erradicação tornou-se uma ferramenta de gestão 

de rotina, tendo sido muitas espécies introduzidas removidas com sucesso [9]. Por exemplo, a 

Nova Zelândia, já realizou 156 erradicações de espécies exóticas (Veitch in [9]; [12]; Ebbert 

& Sowls in [13]). No noroeste do México, um programa de conservação conseguiu em 6 anos 

erradicar 9 populações de mamíferos exóticos em 23 ilhas, protegendo da extinção mais de 70 

taxa de vertebrados e plantas endémicas e dezenas de colónias de aves marinhas (Donlan et al 

2000 e Tershy et al 2002 in [13]). No oeste australiano, a erradicação de mamíferos tem sido 

conduzida em 45 ilhas desde a década de 1960. Foram utilizadas técnicas como iscos 

envenenados, armadilhas e até mesmo helicópteros para caçar espécies maiores como as 

cabras, devido à sua capacidade de esconder-se na vegetação [14]. Em alguns (poucos) casos, 

foi possível erradicar organismos marinhos quando a invasão ainda era localizada, tais como o 

mexilhão (Mytilopsis sp.) introduzido em Cullen Bay na Austrália [15]. 

Em relação à herpetofauna exótica e invasora, são muito poucos os exemplos de 

erradicação ou controle com sucesso, sendo escassos os esforços para avaliar os impactos 

ecológicos causados por estes animais. Os répteis e anfíbios exóticos raramente afectam 

directamente os seres humanos e por consequência a estas espécies não é dada importância. 

Na sua maioria, são animais inconspícuos e que raramente se revelam como pragas. No 

entanto a alta capacidade de reprodução e a elevada densidade populacional caracterizam 

muitas espécies da herpetofauna invasora, o que dificulta o sucesso das erradicações [16]. 

Os impactos causados pela herpetofauna exótica até agora documentados incluem 

envenenamento de predadores, predação de espécies nativas [2, 17, 18 e 19] competição com 

anfíbios e/ou répteis nativos, transmissão de parasitas ou agentes patogénicos [20] e 

contaminação genética por hibridação, provocando alterações morfológicas, fisiológicas e 

comportamentais nas populações de espécies nativas [16]. Os efeitos directos sobre os seres 

humanos incluem perdas económicas para a agricultura, produção e distribuição energia 
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(Fritts et al., 1987 in [21]; Fritts et al., 1992 in [22]) e outras actividades (Fritts et al., 1987 in 

[21]); impactos na saúde devido a envenenamentos [16, 22], contaminações das águas, 

transmissão de doenças, perda do conhecimento científico em biogeografia, taxonomia e 

ecologia [16]. 

No Havai foi introduzida acidentalmente, por importações de plantas para horticultura e 

paisagismo provenientes de Porto Rico, a rã-arborícola Eleutherodactylus coqui (Kraus, et al 

1999 in [20]). O epíteto específico desta espécie evoca o som que emite, o qual provoca uma 

elevada poluição sonora, tendo também impactos negativos sobre os insectos e sobre outros 

animais nativos [23]. Apesar do esforço para a sua erradicação através de capturas e de 

aplicação por pulverização de produtos químicos, o extermínio desta espécie invasora não foi 

possível, pois as entidades responsáveis demoraram em intervir com um plano de erradicação, 

e a população desta rã-arborícola tem agora uma grande expansão em todo o arquipélago [16, 

24]. 

Em 1935, o sapo Bufo marinus foi introduzido na Austrália (Beurden & Grigg, 1980 in 

[25]), na tentativa de controlar o besouro Dermolepida albohirtum que constituía uma praga 

para os campos de cana-de-açúcar. O sapo, no entanto, não somente não foi eficaz no controlo 

dos besouros, como ele próprio se tornou uma praga, levando ao declínio várias populações 

de muitas espécies nativas de anfíbios e répteis e também de mamíferos predadores. Estes 

declínios deveram-se à predação, competição e às secreções tóxicas produzidas pelo sapo, que 

levam ao envenenamento dos potenciais predadores [26]. Algumas medidas de erradicação 

foram tentadas, porém sem êxito pois esta espécie tem uma alta capacidade de reprodução e 

dispersão [27]. 

Uma outra espécie de anuro amplamente distribuída pelo mundo é Xenopus laevis 

(Daudin 1802). Durante as décadas de 1940 e 1950 estes animais foram importados por 

laboratórios para serem usados em diagnósticos de gravidez humana, após a descoberta que a 

urina de uma mulher grávida, quando injectada numa fêmea de X. laevis, induzia a sua 

produção de ovos [28, 29]. Assim, esta espécie começou a ser distribuída para muitos países, 

através do aumento do comércio internacional [30]. 

 

Xenopus laevis, vulgarmente chamado de rã-de-unhas, é um anfíbio da família Pipidae, 

endémico de África, das regiões subsarianas mais frias. Encontra-se distribuído naturalmente 

entre o Cabo da Boa Esperança e o planalto dos Camarões e da Nigéria. Não ocorre na bacia 

do Zaire e nas terras quentes e áridas do Este da África. Está presente nos biomas temperados, 

subtropicais e tropicais, distribuindo-se aparentemente por todos os tipos de corpos de água 



14 

 

doce [31]. Possui uma pele muito lisa (=laevis) e viscosa e apresenta coloração castanho-

olivácea com manchas mais escuras na região dorsal e branca na região ventral. Não possui 

língua, dentes, pálpebras e ouvido externo [32]. Nos membros anteriores  não há membrana 

interdigital, enquanto que nos membros  posteriores, além da membrana interdigital, possuem 

garras nos três dedos mais externos [33]. O seu sistema sensorial localizado lateralmente na 

superfície da pele tem as mesmas funções que a linha lateral dos peixes [34]. Neste género, os 

adultos são quase inteiramente aquáticos e possuem diversas adaptações morfológicas e 

sensoriais a este modo de vida, sendo o que o período de actividade máxima é nocturno [35]. 

As fêmeas da espécie são consideravelmente maiores que os machos, podendo medir de 110 a 

130 mm de comprimento, e os machos são entre 10% e 30% menores [36]. 

É uma espécie ecologicamente distinta em comparação com outras espécies de anfíbios: 

pode sobreviver por longos períodos sem água, pode fazer migrações sobre a terra, alimenta-

se debaixo da água detectando as presas através do olfacto e pode alimentar-se inclusive dos 

seus próprios girinos filtradores de plâncton. Tem também a capacidade de sobreviver longos 

períodos sem se alimentar. Possui grande tolerância a variações de temperatura e uma extensa 

época de reprodução, o que facilita a sua elevada fertilidade, e a sua longevidade pode 

ultrapassar os 20 anos [28]. Todas estas características facilitam as pesquisas em laboratórios 

e o comércio como animal de estimação, mas têm também conferido importantes vantagens 

para a sobrevivência das populações introduzidas em novos ambientes. 

 

A distribuição actual de X. laevis engloba quatro das cinco regiões com clima 

mediterrânico do mundo, incluindo a África do Sul, o sudoeste da Califórnia, o Chile e agora 

Portugal; e ainda o Reino Unido, 10 estados dos Estados Unidos, França, Indonésia, México 

[37], Alemanha, Holanda, Ilha da Ascensão (Atlântico sul) [28], Israel [38], Venezuela [39] e 

recentemente foi conhecida a sua presença no Brasil [40]. 

Uma diferença entre as introduções de X. laevis e as de outros anuros mais ruidosos é 

que as populações de Xenopus passam geralmente despercebidas, já que são quase 

exclusivamente aquáticos e de actividade nocturna. É provável que existam mais populações 

introduzidas noutras regiões das quais não se tenha conhecimento. Vários estudos têm 

demonstrado o aumento da dimensão das populações de X. laevis em vários locais do mundo 

e os seus impactos [28, 41 e 42]. X. laevis depreda macroinvertebrados, pequenos peixes e 

anfíbios [43], além de causar impactos secundários como o aumento da turbidez da água e a 

liberação de nutrientes, ocasionada pela perturbação do sedimento, o que pode originar 

mudanças na dinâmica dos próprios ecossistemas aquáticos. [42]. Para além desses impactos, 
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um outro de extrema importância é que X. laevis é um vector da quitridiomicose, uma doença 

causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Longcore, Pessier & Nichols 1999), a 

qual é fatal para muitos anfíbios fora do continente africano. X. laevis e outras espécies 

africanas parecem ser imunes à doença [30, 44]. 

Foram feitos alguns esforços para a erradicação de populações de X. laevis; porém a 

maioria das tentativas fracassou [45]. Há registo de uma pequena população isolada que 

habitava um lago artificial, na Universidade da Califórnia, no qual se aplicou veneno, tendo a 

erradicação alcançado sucesso [28]. Na Carolina do Norte a erradicação foi feita através da 

drenagem das lagoas no Outono, tendo-se completado com o congelamento durante o Inverno 

[28].  

 

A prevenção da introdução, o controle e, quando possível, a erradicação de espécies 

exóticas invasoras vêem aumentar as suas hipóteses de sucesso quanto mais cedo são 

iniciadas [46]. O número de indivíduos da população e o consequente impacto são pouco 

perceptíveis no início, mas com o passar do tempo aumentam, até que a invasão se torna 

irreversível e os custos de erradicação são proporcionalmente mais elevados. Por isso o uso 

combinado e específico de métodos mecânicos, químicos e biológicos pode resolver invasões 

em diferentes contextos e tempos [47]. Entretanto, em qualquer programa de erradicação é 

fundamental que se inicie um programa de monitorização durante e após a acção de 

erradicação, o que constitui um factor essencial para determinar o sucesso do programa [44]. 

Nos planos de erradicação de anfíbios são usados vários métodos de captura. O uso de 

armadilhas de funil (Moller 1994 in [48]) e os pitfalls colocados ao longo das vedações 

servem para capturar os animais que andam em terra firme (Moller 1994 in [48]; [49]). Na 

tentativa de erradicar Bufo marinus na Austrália foram usadas armadilhas com atractivos 

acústicos variados para aumentar o número de indivíduos adultos capturados [50]. O controlo 

das posturas é um método bastante específico. Na Nova Zelândia, recolhem-se as posturas de 

Limnodynastes dumerilii como acção de erradicação. Nos casos em que existam espécies 

autóctones de anfíbios, o conhecimento das diferentes épocas de postura das espécies 

existentes pode facilitar um atempado tratamento de todo o charco, servindo para controlar a 

espécie alvo antes que as espécies nativas comecem a fazer as suas posturas [48]. A drenagem 

dos charcos quando o volume de água é reduzido pode servir para eliminar as posturas e 

girinos [51]. Os camaroeiros e as nassas (Negovetic et al 2001 in [48]) são usados na captura 

dos girinos.  
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Os métodos químicos, como por exemplo a aplicação de produtos tóxicos, ou físicos 

como a fumigação com água quente durante algum tempo, podem ser usados para aumentar a 

taxa de mortalidade dos anfíbios [48, 49]. No controlo das pequenas rãs arborícolas no Havai, 

o método mais eficaz foi a fumigação com uma solução de cafeína em água (Campbell et al., 

2001 in [48], Raloff, 2003 in [48]). Os métodos de controlo biológico através da introdução 

de peixes predadores [51] também se mostraram eficazes na diminuição da população de 

espécies invasoras. Relativamente às tentativas de erradicação de X. laevis são também 

utilizadas técnicas de armadilhagem, captura com redes, pesca eléctrica, drenagem dos corpos 

de água e introdução de peixes predadores [51]. 

 

De acordo com os estudos já realizados em Portugal, a população de introduzida de X. 

laevis encontra-se distribuída pelas ribeiras da Lage e de Barcarena, no concelho de Oeiras, 

concentrada na parte mais a jusante, a qual se localiza numa área densamente urbanizada, 

podendo dificultar a migração dos indivíduos por terra até outros ambientes aquáticos [52]. A 

população da Ribeira de Barcarena foi recentemente descoberta (em 2008), sendo essa ribeira 

imediatamente vizinha à Ribeira da Lage. 

As informações sobre a biologia e ecologia de X. laevis, indicam que o mesmo possui 

uma elevada capacidade de dispersão, principalmente onde encontra condições ambientais 

favoráveis, como em Portugal. Sendo assim, torna-se importante o controlo e erradicação 

dessa espécie antes que esta se consiga propagar por outros locais do país. Assim foi iniciado, 

em 2010, o programa de erradicação de Xenopus laevis em Portugal, programa esse resultante 

de um protocolo entre as seguintes entidades: Instituto para a Conservação da Natureza e da 

Biodiversidade (coordenador), Câmara Municipal de Oeiras, Faculdade de Ciências da 

Universidade de Lisboa e Instituto Gulbenkian de Ciência. 
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2. OBJECTIVOS 

 

Neste trabalho tentámos avaliar o sucesso do primeiro ano do plano de erradicação de 

Xenopus laevis nas ribeiras da Lage e de Barcarena, bem como obter estimativas sobre: 

a) A distribuição da espécie nas 2 ribeiras; 

b) O sucesso de captura com dois tipos de metodologia: armadilhas de funil e 

pesca eléctrica; 

c) A variação das taxas de captura ao longo de 3 sessões de erradicação; 

d) A estrutura de tamanhos e o sex-ratio dos animais capturados; 

Finalmente, comparámos também a estrutura de tamanhos e o sex-ratio dos animais 

capturados com os de uma amostra de 70 animais capturados na ribeira da Lage em 2007. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Área de estudo e pontos de amostragem 

As Ribeira da Lage e de Barcarena nascem a leste da Serra de Sintra e desaguam no 

estuário do Tejo, nas praias de Santo Amaro e Caxias, respectivamente. A ribeira da Lage 

percorre um total de 15.8 km, enquanto que a ribeira de Barcarena é mais comprida, 

percorrendo 19,2 km. A distância média entre as duas ribeiras é de aproximadamente 5 km. 

Ambas têm bacias hidrográficas muito pequenas e isoladas de outras bacias, com excepção da 

porção em que atravessam o concelho de Sintra, na qual as margens ainda estão num estado 

relativamente natural. No concelho de Oeiras, a área envolvente às ribeiras é urbana e as 

margens estão regularizadas. Entre estas duas ribeiras está a ribeira de Porto Salvo, com 

aproximadamente 3 km e um carácter muito temporário (fig.1). 

Para a ribeira da Lage, foram considerados para o plano de erradicação todos os locais 

para os quais em trabalhos anteriores [53] foi detectada a presença de Xenopus laevis. Sendo 

assim, foram definidos 7 pontos de amostragem com uma distância entre si de no máximo 1 

km, onde foram também medidas as profundidades médias (fig. 2). De montante para jusante, 

são eles: Ponte Talaíde (PT), Bairro dos Navegadores (BN), Hortas da Lage (HL), Bairro da 

Lage (BL), Estação Agronómica Nacional (EA), Jardim do Palácio do Marquês de Pombal 

(JM) e Parque Municipal de Oeiras (PM). 

Na ribeira de Barcarena foram também seleccionados 7 pontos de amostragem, sendo 

eles: Ponte de São Marcos (SM), Lugar do Bico (LB), Fábrica da Pólvora (FP), Ribeira-

abaixo (RA), Quinta Nossa Senhora da Conceição (NS), Pedreira Italiana (PI) e Murganhal 

(MU). As profundidades médias dos pontos de amostragem estão indicadas na figura 3. 

As distâncias percorridas em cada um dos pontos de amostragem de cada ribeira estão 

indicadas na tabela 1. 
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Figura 1. Mapa de localização dos locais de amostragem no concelho de Oeiras. 

 

 

Figura 2. Profundidade média dos locais amostrados na ribeira da Lage. Indicação dos pontos amostrados de 
montante para jusante: PT - Ponte Talaíde; BN - Bairro dos Navegadores; HL - Hortas da Lage; BL - Bairro da 
Lage; EA - Estação Agronómica Nacional; JM - Jardim do Palácio do Marquês de Pombal; PM - Parque 
Municipal de Oeiras. As barras de erro representam 1 desvio-padrão. 
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Figura 3. Profundidade média dos locais amostrados na ribeira de Barcarena. Indicação dos pontos amostrados 
de montante para jusante: SM - Ponte de São Marcos; LB - Lugar do Bico; FP - Fábrica da Pólvora; RA – 
Ribeira-abaixo; NS - Quinta Nossa Senhora da Conceição; PI - Pedreira Italiana; MU - Murganhal. As barras de 
erro representam 1 desvio-padrão. 

 

Tabela 1. Distância percorrida, em metros, nos locais amostrados das ribeiras da Lage e de Barcarena. 

Ribeira Local Distância (metros) 

Lage 

PT 50 

BN 200 

HL 100 

BL 500 

EA 300 

JM 350 

PM 150 

Total 1650 

Barcarena 

SM 250 

LB 100 

FP 150 

RA 250 

NS 150 

PI 100 

MU  100 

Total 1100 

 

Durante o trabalho foi também feita a prospecção da ribeira de Porto Salvo; porém a 

mesma apenas apresentava algum caudal em dois locais (“montante” e “jusante” na figura 1). 
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3.2. Remoção de adultos 

O primeiro ano do plano de erradicação envolveu 3 etapas, decorrendo entre os meses 

de Maio e Setembro, e sobrepondo-se assim à época do ano em que a espécie está mais activa 

(Abril a Julho) [53]. 

O registo das coordenadas rectangulares de cada um dos locais de amostragem foi 

realizado através do Sistema de Posicionamento Global (GPS) eTrex da Garmin, 

encontrando-se as mesmas listadas no anexo I para a projecção Datum WGS 1984 Zone 29N. 

Nas duas primeiras etapas, cada uma com a duração de 2 semanas, recorreu-se a 

armadilhas de funil iscadas com comida enlatada para gato para a captura de adultos de 

Xenopus laevis. As armadilhas foram construídas a partir de garrafões de água de 5 litros de 

capacidade, aos quais se cortou e inverteu o topo, encaixando-o depois na base. Cada 

armadilha foi atada a uma estrutura fixa na margem e imersa no corpo de água, de preferência 

até ao fundo, em zonas com pouca corrente (pegos) e com a abertura orientada para o sentido 

contrário à corrente de água. O número de armadilhas utilizadas variou consoante as 

características do local, nomeadamente as dimensões dos pegos de cada ribeira (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Número de armadilhas utilizadas, nos locais de amostragem, nas duas primeiras etapas do plano de 
erradicação, nas ribeiras da Lage e de Barcarena. 

  1ª Etapa 2ª Etapa 

 Local (17-Mai a 01-Jun) (28-Jun a 09-Jul) 

 PT 2 5 

 BN 10 10 

 HL 8 5 

Lage BL 18 20 

 EA 20 20 

 JM 25 20 

 PM 10 10 

 Total 93 90 

 SM - 10 

 LB - 11 

 FP - 12 

Barcarena RA - 13 

 NS - 14 

 PI - 15 

 UM - 16 

 Total - 70 
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Durante o período de trabalho as ribeiras foram visitadas alternadamente, excepto no 

Jardim do Marquês de Pombal (ribeira da Lage), cujas armadilhas foram verificadas todos os 

dias durante a primeira etapa. 

Na segunda etapa, a captura de adultos de X. laevis foi complementada com realização 

de pesca eléctrica no dia 5 de Julho no Bairro dos Navegadores, durante 15 minutos, e no dia 

07 de Julho no Jardim do Marquês de Pombal, durante 70 minutos. 

Foram utilizados dois tipos diferentes de equipamento de pesca eléctrica: um aparelho 

fixo GX 140 (EL62, 5,0HP), com gerador a operar na margem e um aparelho de transporte 

dorsal SAMUS-725GN (PDC) com bateria. Com ambos os aparelhos foi utilizada corrente 

contínua a uma frequência de 30Hz.  

A terceira etapa foi realizada apenas durante uma semana no início de Setembro, 

somente com recurso à pesca eléctrica, e só em alguns dos locais anteriormente visitados 

(aqueles onde tinham sido encontrados adultos de X. laevis nas duas primeiras etapas). 

Tabela 3. Duração, em minutos ('), da pesca eléctrica nos locais amostrados, na terceira etapa do plano de 
erradicação, nas ribeiras da Lage e de Barcarena. 

 Local 30-Ago 31-Ago 01-Set 02-Set 03-Set  

 PT - - - - 17' 17' 

 BN - 25' - - - 25' 

Lage BL - - 32' - - 32' 

 JM 8' - 48' - 23' 79' 

 EA - - - - 36' 36' 

 SM - - - 2' - 2' 

 LB - 25' - - - 25' 

Barcarena RA - - - 30' - 29' 

 NS - - - 20' - 20' 

 PI - - - 19' - 19' 

 

Todos os indivíduos de X. laevis capturados foram colocados em sacos individuais 

devidamente identificados, transportados em geleiras e sacrificados por congelamento em 

arcas frigoríficas no período máximo de uma noite após a sua captura. A cada animal foi de 

seguida medido o comprimento entre o focinho e o uróstilo (SUL) até aos 0,01 mm, fazendo 

uso de uma craveira electrónica (INSIZE) e posteriormente os animais foram armazenados em 

álcool a 75%. 

O sexo foi determinado pela existência de caracteres sexuais secundários nos machos, 

tais como almofadas nupciais, apresentando-se como uma coloração mais escura na zona 
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interna dos membros anteriores [53]. Observou-se também que as fêmeas apresentavam 

extensões da cloaca, tal como descrito por Measey (2001)[54]. Os juvenis, sem caracteres 

sexuais secundários foram dissecados para identificação do sexo.  

 

3.3. Prospecção de posturas e girinos 

As posturas de X. laevis foram identificadas de acordo com as suas características: ovos 

claros, com um diâmetro aproximado de 1,3 mm [36] e revestidos por gelatina transparente, 

dispostos individualmente ou em pequenos grupos. 

Todas as posturas e girinos de X. laevis detectados foram removidos do leito para a 

margem, com o auxílio de camaroeiro, de modo a impedir a possibilidade de sobrevivência. 

Alguns girinos foram levados para o laboratório para identificação dos estádios de 

desenvolvimento. 

 

3.4. Tratamento estatístico 

Ao longo dos resultados os valores são apresentados como média±1 desvio padrão. O 

sex-ratio foi calculado utilizando a fórmula: nº de fêmeas/nº de machos. 

Utilizou-se o teste qui-quadrado para verificar a existência de diferenças no número de 

capturas entre ribeiras, bem como entre o número de capturas obtidas com diferentes métodos. 

O índice de abundância foi calculado com a fórmula: nº de capturas/unidade de esforço. 

Para a comparação dos tamanhos corporais (SUL) entre os dois sexos e entre os locais 

de captura foi utilizado o teste t. A aplicação deste teste foi precedida por uma análise aos 

pressupostos de normalidade na distribuição dos dados e de homogeneidade das variâncias. 

Este último pressuposto foi testado com o teste de Levene, ao passo que a normalidade foi 

testada com o teste de Kolmogorov-Smirnov. 

A análise de correlação (Pearson) foi utilizada para avaliar a relação entre o número de 

animais capturados e o número de sessões de captura em cada ribeira.  

Em todos estes testes o valor crítico foi definido para um nível de significância de 0,05. 

Os cálculos foram efectuados com os programas Excel (Microsoft Office 2007) e 

STATISTICA (StatSoft ver. 9.0). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Capturas do ano de 2010 

4.1.1. Prospecção de posturas e girinos 

Neste primeiro ano do programa de erradicação foram observadas posturas e girinos de 

Xenopus laevis em alguns dos locais amostrados (tabela 4 e fig. 4). No entanto, só foram 

encontrados girinos em estádios mais avançados (39 e 43), segundo Gosner (1960)[55], no 

ponto JM. 

 
Tabela 4. Observação de posturas e girinos de Xenopus laevis nos locais amostrados das ribeiras da Lage e de 
Barcarena (Ribeira da Lage: PT - Ponte Talaíde; BN - Bairro dos Navegadores, HL - Hortas da Lage; BL - 
Bairro da Lage; EA - Estação Agronómica Nacional; JM - Jardim do Palácio do Marquês de Pombal; PM - 
Parque Municipal de Oeiras; Ribaira de Barcarena: SM Ponte de São Marcos; LB - Lugar do Bico; FP - Fábrica 
da Pólvora; RA - Ribeira abaixo; NS - Quinta Nossa Senhora da Conceição; PI - Pedreira Italiana; MU - 
Murganhal). 

Ribeira da 
Lage 

Local: PT BN HL BL EA JM PM 

Posturas: 0 0 2 > 10 > 10 > 10 1 

Girinos: 0 0 0 > 100 0 > 100 0 

Ribeira de 
Barcarena 

Local: SM LB FP RA NS PI MU 

Posturas: 0 0 0 1 10 1 0 

Girinos: >100 > 100 0 0 0 3 0 
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Figura 4. Classes de abundância dos girinos capturados em cada local amostrado das ribeiras da Lage e de 
Barcarena. 

 

4.1.2. Remoção de adultos  

Em 2010, foram capturados no total 102 Xenopus laevis, 86 na ribeira da Lage (28 

fêmeas e 58 machos) e 16 na ribeira de Barcarena (6 fêmeas e 10 machos) (tabela 5). 

 

Tabela 5. Animais capturados na Ribeira da Lage e de Barcarena por diferentes métodos de captura nas 5 
semanas do plano de erradicação; “-“ indica que, por várias razões, não houve sessão de captura (ver discussão). 

 

Na ribeira da Lage, foi no local JM que se registou o maior número de capturas de X. 

laevis (63). A distribuição das capturas por local foi muito mais equilibrada na ribeira de 

Ribeira Método 
1ª semana 

(Maio) 
2ª semana 

(Maio) 
3ª semana 

(Julho) 
4ª semana 

(Julho) 
5ª semana 

(Setembro) 
Total 

Lage 
Armadilhas 10 19 14 9 - 52 

Pesca eléctrica - - - 21 13 34 

Barcarena 
Armadilhas - - 4 10 - 14 

Pesca eléctrica - - - - 2 2 

  10 19 18 40 15 102 
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Barcarena. Aqui o número maior de capturas deu-se em RA e SM (5 adultos em cada local). 

Foram capturados indivíduos adultos em todos os locais onde estes foram observados, com 

excepção de PM (na Lage), onde durante as campanhas foi observado um indivíduo adulto, 

sem no entanto ter sido capturado nenhum animal neste local (tabela 6). 

 

Tabela 6. Número de indivíduos de X. laevis capturados em cada local, com distinção entre sexos (Ribeira da 
Lage: PT - Ponte Talaíde; BN - Bairro dos Navegadores, HL - Hortas da Lage; BL - Bairro da Lage; EA - 
Estação Agronómica Nacional; JM - Jardim do Palácio do Marquês de Pombal; PM - Parque Municipal de 
Oeiras; Ribaira de Barcarena: SM Ponte de São Marcos; LB - Lugar do Bico; FP - Fábrica da Pólvora; RA - 
Ribeira abaixo; NS - Quinta Nossa Senhora da Conceição; PI - Pedreira Italiana; MU – Murganhal). 

Ribeira da 
Lage 

Local: PT BN HL BL EA JM PM 

Machos: 0 8 0 8 0 42 0 

Fêmeas: 0 2 0 4 1 21 0 

  0 10 0 12 1 63 0 

Ribeira de 
Barcarena 

Local: SM LB FP RA NS PI MU 

Machos: 1 3 1 4 1 0 0 

Fêmeas: 4 1 0 1 0 0 0 

  5 4 1 5 1 0 0 

 

No total das duas ribeiras o número de capturas obtido através de armadilhagem (66) foi 

superior ao obtido com pesca eléctrica (36). No entanto, o número de animais capturados por 

dia com armadilhas (4,1) foi semelhante ao obtido com pesca eléctrica (4,5). 

Na ribeira da Lage o número de capturas com armadilhas (52) foi superior ao número de 

capturas com pesca eléctrica (34). Nesta ribeira, o número de animais capturados por dia com 

pesca eléctrica (5,7) foi superior ao dos capturados por armadilhagem (4,0). 

Na ribeira de Barcarena o padrão foi o inverso da Lage - o número de capturas com 

armadilhas (14) também foi superior a pesca eléctrica (2), mas aqui o número de capturas por 

dia com armadilhas (4,7) foi superior ao obtido com pesca eléctrica (1,0) (tabela 7).  

Tabela 7 Capturas de adultos de Xenopus laevis nas ribeiras da Lage e Barcarena utilizando dois métodos de 
capturas, armadilha e pesca eléctrica, com indicação dos respectivos números de dias de amostragem. 

Ribeira Método Nº Capturas Nº dias Capturas/dia 

Lage 
Armadilha 52 13 4,0 

Pesca eléctrica 34 6 5,7 

Barcarena 
Armadilha 14 3 4,7 

Pesca eléctrica 2 2 1,0 

Lage e 
Barcarena 

Armadilha 66 16 4,1 

Pesca eléctrica 36 8 4,5 
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O número de animais capturados diferiu significativamente entre as duas ribeiras 

(χ2=4,32; df=2; p<0,05), tanto para as capturas realizadas com armadilhas (χ2=11,93; df=2; 

p<0,05) como para as realizadas com pesca eléctrica (χ2<0,001; df=2; p<0,001). 

 

O índice de abundância de capturas com pesca eléctrica foi maior na ribeira da Lage, 

especialmente na EA e JM (fig. 5). O índice de abundância calculado a partir das capturas em 

armadilhas foi semelhante nas duas ribeiras (fig. 6). 

 

 

 

Figura 5. Índices de abundâncias de adultos calculados a partir das capturas com pesca eléctrica em cada local 
amostrado das ribeiras da Lage e de Barcarena. 
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Figura 6. Índices de abundâncias de adultos, calculados a partir das capturas com armadilhas em cada local 
amostrado das ribeiras da Lage e de Barcarena. 

 

Não houve correlação significativa entre o número de animais capturados e o número de 

sessões de captura no total das 2 ribeiras (r=0,19659; p>0,05) (fig. 7). 
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Figura 7. Relação entre o número de capturas e o índice de ordem das sessões de captura. A relação não é 
significativa (r=0,19659; p>0,05). 
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4.1.3. Sex ratio 

O sex-ratio do total da amostra não foi equilibrado, correspondendo a 0,5 fêmeas por 

macho. Houve diferenças entre o sex-ratio dos animais capturados com armadilhas (0,5 

fêmeas por macho) e dos capturados com pesca eléctrica (0,4). Este padrão foi essencialmente 

devido às capturas realizadas na Lage, onde o sex-ratio total foi de 0,5 fêmeas por macho, 

com o sex-ratio dos animais capturados com armadilhagem (0,5) superior ao dos animais 

capturados com pesca eléctrica (0,4). Na ribeira de Barcarena o sex-ratio foi de 0,6 fêmeas 

por macho. Nesta ribeira o sex-ratio dos animais capturados com armadilhagem (0,6) foi 

inferior ao das capturas com pesca eléctrica (1,0) (tabela 8). A figura 8 mostra o sex-ratio em 

cada ponto amostrado das duas ribeiras. 

 
Tabela 8. Número de indivíduos de X. laevis capturados nas ribeiras da Lage e de Barcarena, através de 
armadilha e pesca eléctrica, com distinção entre sexos e indicação do sex-ratio. 

Lage 

Método Fêmeas Machos Sex-ratio 

Armadilha 18 34 0,5 

Pesca Eléctrica 10 24 0,4 

Total Lage 28 58 0,5 

Barcarena 

Armadilha 5 9 0,6 

Pesca Eléctrica 1 1 1,0 

Total Barcarena 6 10 0,6 

Lage e 
Barcarena 

Armadilha 23 43 0,5 

Pesca Eléctrica 11 25 0,4 

Total 34 68 0,5 
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Figura 8. Sex-ratio do conjunto de adultos capturados em cada ponto amostrado nas ribeiras da Lage e de 
Barcarena, utilizando ambos os métodos de captura. 

 

4.1.4. Estrutura de tamanhos na população 

Não foi possível medir o comprimento focinho-uróstilo (SUL) de todos os indivíduos 

adultos capturados, pois dado o estado avançado de putrefacção em que alguns se 

encontravam, estes foram enterrados no local. Para os cálculos seguintes também não foram 

contabilizadas as medições do SUL dos indivíduos juvenis de X. laevis - 1 macho com 56,8 

mm e 2 fêmeas (70,28 e 70,68 mm). Assim, considerando apenas a população que mostrava 

caracteres sexuais secundários, o SUL médio total das fêmeas capturadas foi 94,69±9,31 mm 

(N=23), variando entre 80,00 e 118,01mm; enquanto o dos machos foi 73,51±4,72mm 

(N=59), variando entre 64,37e 81,00 mm. 

Na ribeira da Lage o SUL médio das fêmeas (94,83±9,74 mm; N=21), variou entre 

80,00 a 118,01 mm, sendo maior que o dos machos (73,87±4,72 mm; N=53) com variação 

entre 64,37 a 81,00 mm. Na ribeira de Barcarena, também as fêmeas tiveram um SUL médio 

superior (93,20±1,83 mm; N=2, variando de 91,90 a 94,49 mm), em relação aos machos 

(70,36±3,77 mm; N=6, com variação entre 66,56 a 76,66 mm). 
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A distribuição do SUL por classes, mostrou que em ambos os sexos há uma distribuição 

normal em torno da média (machos: K-S d=0,103; p>0.05; fêmeas: K-S d=0,132; p>0,05) 

(fig. 9). 

 

Figura 9. Distribuição do SUL (mm) dos animais capturados nas ribeiras da Lage e de Barcarena (sexos 
separados). 

 
Verificou-se que os animais capturados por métodos diferentes (armadilha e pesca 

eléctrica), não diferiram em tamanho, tanto os machos (t57=0.407; p>0.05) (fig. 10), como as 

fêmeas (t21=0.571; p>0.05) (fig. 11). Os animais capturados com armadilhas tiveram uma 

variação no comprimento focinho-uróstilo (machos: 64,37 a 81,00 mm; fêmeas: 82,05 a 

110,61 mm), muito semelhante aos capturados com pesca eléctrica (machos: 66,54 a 80,50; 

fêmeas: 80,00 a 118,01 mm). Este padrão foi também encontrado separadamente para cada 

uma das ribeiras - os dois métodos capturaram animais com tamanhos corporais muito 

semelhantes, distinguindo-se facilmente os sexos (figs. 12 e 13). 
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Figura 10. Tamanho corporal (SUL, mm) dos machos capturados em 2010 nas ribeiras da Lage e de Barcarena 
utilizando armadilhas e pesca eléctrica. As barras representam os intervalos de confiança de 95%. A diferença 
não é significativa. 
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Figura 11. Tamanho corporal (SUL, mm) das fêmeas capturadas em 2010 nas ribeiras da Lage e de Barcarena 
utilizando armadilhas e pesca eléctrica. As barras representam os intervalos de confiança de 95%. A diferença 
não é significativa. 

 

 

Figura 12. Tamanhos corporais (SUL, mm) do total dos animais capturados na ribeira da Lage, utilizando 
armadilhas e pesca eléctrica, com distinção entre os sexos. As barras de erro indicam 1 desvio-padrão. 

 

 

Figura 13. Tamanhos corporais (SUL, mm) do total dos animais capturados na ribeira de Barcarena, utilizando 
armadilhas e pesca eléctrica, com distinção entre os sexos. As barras de erro indicam 1 desvio-padrão. 
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Usando o total das capturas, não houve diferenças significativas no SUL dos machos 

entre as duas ribeiras amostradas (t57=1.753; p>0.05), assim como para as fêmeas (t21=0.232; 

p>0.05). Houve uma maior variação do tamanho corporal nos machos da ribeira de Barcarena 

(fig. 14) e nas fêmeas da ribeira da ribeira da Lage (fig. 15). 
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Figura 14. Tamanho corporal (SUL, mm) dos machos capturados em 2010 nas ribeiras da Lage e de Barcarena 
utilizando armadilhas e pesca eléctrica. As barras representam os intervalos de confiança de 95%. A diferença 
não é significativa. 
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Figura 15. Tamanho corporal (SUL, mm) das fêmeas capturadas em 2010 nas ribeiras da Lage e de Barcarena 
utilizando armadilhas e pesca eléctrica. As barras representam os intervalos de confiança de 95%. A diferença 
não é significativa. 

 

4.2. Comparação das capturas de 2007 com as de 2010  

No ano de 2007 foram capturados 70 animais na ribeira da Lage; porém para as análises 

seguintes apenas foram considerados os animais capturados nos pontos “Jardim do Marquês 
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de Pombal” (JM) e “Bairro da Lage” (BL), devido serem esses os únicos locais em que houve 

capturas de vários animais nos dois anos (2007 e 2010). 

 

4.2.1. Comparação da estrutura de tamanhos 

Não houve diferenças no SUL dos machos capturados em BL (t23=0.587; p>0.05) (fig. 

16) e JM (t54=0.85; p>0.05) (fig. 17) em 2007 e 2010. O mesmo aconteceu para as fêmeas, 

quer em BL (t3=0.485; p>0.05) (fig. 18), quer em JM (t35=0.37; p>0.05) (fig. 19). 
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Figura 16. Tamanho corporal (SUL, mm) dos machos capturados nos dois anos no Bairro da Lage. As barras 
representam os intervalos de confiança de 95%. A diferença não é significativa. 
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Figura 17. Tamanho corporal (SUL, mm) dos machos capturados nos dois anos no Jardim do Marquês de 
Pombal. As barras representam os intervalos de confiança de 95%. A diferença não é significativa. 
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Figura 18. Tamanho corporal (SUL, mm) das fêmeas capturadas nos dois anos no Bairro da Lage. As barras 
representam os intervalos de confiança de 95%. A diferença não é significativa. 
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Figura 19. Tamanho corporal (SUL, mm) das fêmeas capturadas em 2010 no Jardim do Marquês de Pombal. As 
barras representam os intervalos de confiança de 95%. A diferença não é significativa. 

 

4.2.2. Comparação de sex-ratio dos dois anos 

Verificou-se que o número de machos capturados em JM em 2010 (42) foi maior que no 

ano de 2007 (16). Em relação as fêmeas, as capturas foram iguais nos dois anos para JM (21). 

Em JM, o sex-ratio foi de 1,31 fêmeas por macho em 2007 e de 0,5 em 2010. Em relação a 

BL o sex-ratio foi de 0,17 em 2007 e de 0,25 em 2010 e. Houve assim nos dois locais um 

desvio do sex-ratio para uma maior proporção de machos entre os dois anos. 
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5. DISCUSSÃO 

Uma vez comprovada a presença das populações de Xenopus laevis nas ribeiras da Lage 

e de Barcarena, este trabalho constitui a avaliação da primeira fase do plano de erradicação da 

espécie nestas ribeiras. Foram obtidas indicações sobre a estrutura de tamanho e sex-ratio da 

população de cada ribeira e pudemos avaliar a eficácia das capturas com os dois tipos de 

métodos utilizados. Foi também possível fazer comparações entre as capturas de 2007e de 

2010, em duas regiões da ribeira da Lage. 

 

5.1. Capturas do ano de 2010 

5.1.1. Estabelecimento da espécie nas duas ribeiras 

A partir do número total de Xenopus laevis capturados na ribeira da Lage (86) e na 

ribeira de Barcarena (16), não podemos deduzir a dimensão da população nessas ribeiras. No 

entanto, nesta primeira fase do plano de erradicação, verificou-se que não houve qualquer 

tendência para a diminuição no número de capturas ao longo das várias sessões, o que indica 

que provavelmente a remoção destes animais ainda não terá tido um impacto significativo no 

total da população. O melhor indicador sobre o impacto deste programa de erradicação só 

poderá ser obtido na Primavera de 2011, quando recomeçar o programa de erradicação, pois o 

padrão crescente de capturas ao longo das sessões de amostragem registado em 2010 pode ser 

devido à consecutiva entrada em actividade de animais que tenham permanecido escondidos 

durante parte da Primavera/Verão de 2010.  

Apesar de nas duas primeiras semanas de trabalho não terem sido realizadas sessões de 

capturas na ribeira de Barcarena, considerando apenas as semanas seguintes, nas quais 

ocorreram amostragens nas duas ribeiras, o número de indivíduos capturados em Barcarena 

(16) foi muito inferior ao da ribeira da Lage (57).  

Nota-se assim que a espécie parece estar bem estabelecida na ribeira da Lage, porém 

muito concentrada no Jardim do Marquês de Pombal (JM), possível local de introdução da 

espécie no final da década de 1970 [52]. Foi no JM que se capturou o maior número de 

indivíduos, o que pode ser um indício de bom estabelecimento da espécie neste local. A 

presença de alguns pegos mais delimitados e não muito profundos (aproximadamente 75 cm) 

neste local, também facilitou as capturas. 
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Relativamente à população presente na ribeira de Barcarena a espécie mostrou-se 

bastante rara e mais espalhada pelos diferentes locais amostrados. Essa dispersão da espécie 

nesta ribeira pode estar relacionada com a ausência de condições óptima na ribeira de 

Barcarena, o que impossibilita a manutenção de grandes populações e/ou leva os animais a 

maiores deslocações ao longo da ribeira. Outro possível factor explicativo deste padrão é a 

possibilidade de não haver um único local de introdução da espécie, ao contrário do que terá 

ocorrido na ribeira da Lage. 

 

5.1.2. Métodos de captura 

Utilizou-se dois métodos de captura, armadilha e pesca eléctrica, com o intuito de se 

conseguir capturar o maior número de animais possível e com diferentes dimensões corporais. 

Verificou-se que o número de indivíduos capturados com armadilhas foi muito superior 

ao dos capturados com pesca eléctrica. A diferença no número de capturas entre os dois 

métodos pode ser devida ao facto de que nem todos os locais amostrados com armadilhas 

apresentam condições propícias à captura com pesca eléctrica. Alguns factores, como a 

presença de pegos delimitados que facilitam a captura dos animais pelo camaroeiro, a baixa 

intensidade da corrente, bem como a impossibilidade de amostrar todos os locais das duas 

ribeiras, podem assim ter contribuído para esta diferença. 

Os garrafões de plástico utilizados como armadilhas, tinham o diâmetro da entrada 

(gargalo) inferior à largura abdominal de algumas fêmeas, o que constitui mais uma razão 

para a utilização da pesca eléctrica, na tentativa de capturar as fêmeas de maiores dimensões. 

No entanto, os resultados mostram que os dois métodos utilizados são eficazes na remoção de 

fêmeas, como de machos, não tendo sido encontradas diferenças significativas entre os 

tamanhos dos animais apanhados com cada um dos métodos. A explicação para termos 

conseguido capturar fêmeas de grandes dimensões nas armadilhas pode dever-se ao facto dos 

animais serem atraídos pelo isco [31], e assim comprimirem-se, entrando na armadilha, o que 

é também facilitado pela grande viscosidade da pele. 

 

5.1.3. Estrutura de tamanhos 

Relativamente ao SUL dos adultos, verificou-se que as fêmeas são significativamente 

maiores que os machos, comprovando uma das características do dimorfismo sexual da 

espécie [36]. 

Comparando a estrutura de tamanhos entre as duas ribeiras, não foram encontradas 

diferenças, quer nos machos, quer nas fêmeas. No entanto, quando comparamos os maiores 
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indivíduos capturados em cada ribeira, é notório que tanto os animais de maiores dimensões 

como os de menores dimensões foram capturados na ribeira da Lage, o que é uma indicação 

de que esta população está provavelmente a conseguir manter um maior sucesso de 

reprodução que a de Barcarena, produzindo assim uma estrutura de tamanhos mais 

equilibrada. 

Sabendo que Xenopus laevis, uma espécie de anfíbio totalmente aquático [32] e que se 

adapta a diversas condições ambientais [28, 56, 57], pode ter um maior e melhor 

desenvolvimento e sucesso reprodutor quando encontra habitats mais favoráveis [58], ou seja, 

ribeiras com locais de águas paradas ou de fraca corrente, maiores profundidades, mais 

perenes e com melhor qualidade da água, supomos que estas condições favoráveis a X. laevis 

podem encontrar-se mais facilmente na ribeira da Lage. De facto as profundidades média e 

máxima registadas em Barcarena são um pouco menores que as da Lage, e além disso, a 

ribeira de Barcarena apresentou maior grau de eutrofização da água em comparação com a 

ribeira da Lage (obs. pess.). 

 
5.1.4. Sex-ratio 

O sex-ratio da amostra capturada foi desequilibrado (0,5 fêmeas para cada macho), 

havendo pouca diferença entre o sex-ratio das capturas com armadilhas (0,5) e com pesca 

eléctrica (0,4).  

De um modo geral, uma possível explicação para a desigualdade no número de capturas 

entre machos e fêmeas poderá estar relacionada com a fisiologia ou com o comportamento de 

cada um dos sexos [59]. Poderá ainda existir uma diferença na longevidade entre os dois 

sexos, com fêmeas de menor longevidade que os machos. O grande investimento reprodutor 

por parte das fêmeas pode levá-las a uma menor longevidade, obrigando-as a gastarem uma 

grande quantidade de energia na produção de ovos. Este gasto de energia depende do 

consumo de reservas de gordura e afecta directamente a sua condição física e a sua 

probabilidade de sobrevivência. Se os machos tiverem uma longevidade maior que as fêmeas, 

independentemente das condições ambientais que afectam o sucesso reprodutivo deste sexo 

[60], então a capacidade reprodutiva desta população não está no seu máximo, pois a 

proporção entre os sexos não é equilibrada. Esta desproporção entre o número de animais de 

cada sexo pode trazer vantagens no controlo de espécies introduzidas, como no caso de X. 

laevis, uma vez que afecta o potencial reprodutor, acarretando dificuldades na capacidade de 

adaptação da espécie. Contudo, o enorme potencial reprodutor desta espécie pode fazer com 

que seja possível que este valor não tenha consequências significativas na sobrevivência da 
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população. A futura realização de estudos de esqueletocronologia [54] permitirá avaliar qual a 

estrutura etária e a longevidade de cada um dos sexos e destas populações. 

 

5.2. Comparação das capturas de 2007 com as de 2010 

5.2.1. Comparação da estrutura de tamanhos 

Ao analisar a estrutura de tamanho das fêmeas de JM e compará-la a BL, verificamos 

que em JM as fêmeas mostram-se mais variáveis e mais pequenas, tal como aconteceu no ano 

de 2007. Há uma diferença clara entre JM e BL, com machos menores no JM, o que também 

aconteceu em 2007 [53]. Pressupondo que a distribuição dos tamanhos mais pequenos é um 

indicador dos locais onde a reprodução ocorre com sucesso, então a reprodução sucederá 

preferencialmente em JM (jusante da ribeira). Uma vez que o tamanho dos animais aumenta 

de JM para BL, esta pode ser uma indicação que os indivíduos mais velhos ou maiores se 

estão a dispersar e a deslocar para outros locais mais a montante da ribeira. 

 

5.2.2. Comparação de sex-ratio dos dois anos 

Em ambos os locais houve um aparente desvio do sex-ratio no sentido de uma maior 

proporção de machos. Em JM houve até uma inversão do sex-ratio, tendo a dominância por 

fêmeas registada em 2007 passado a uma dominância por machos. O maior número de 

machos nas regiões mais a monante (BL) poderá estar relacionado com o facto de ser este o 

sexo de maior responsabilidade pela dispersão da espécie, decorrendo esta dispersão no 

sentido de jusante para montante da ribeira. Desconhecem-se as razões para a diminuição da 

proporção de fêmeas em JM, mas é tentador pensar que os animais maiores (todos eles 

fêmeas) poderão ter sido capturados em 2007, não tendo havido ainda tempo para a população 

local voltar a reequilibrar o seu sex-ratio. 
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CAPÍTULO II 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

As espécies de anfíbios estão a diminuir a um ritmo alarmante numa escala global. Ao 

redor  do mundo um terço das 6000 espécies são agora consideradas ameaçadas, e até 122 

espécies podem ser extintas [61]. Os anfíbios apresentam 2 aspectos da sua biologia que os 

tornam importantes como bioindicadores ambientais a nível global: a função cutânea e a 

colonização de dois habitats distintos (dulçaquicola e terrestre). Alguns declínios são 

claramente devido a destruição do habitat, introdução de predadores ou concorrentes, aumento 

da irradiação ultravioleta, chuva ácida, condições climáticas adversas, poluição ambiental, 

doenças infecciosas ou uma combinação destes [62]. Apesar de em algumas áreas o impacto 

humano como a destruição de habitat, poluição e introdução de predadores não ter sido 

constatado, houve declínio de populações de anfíbios, não resultantes de extinções locais nem 

de flutuações populacionais ou dinâmica de metapopulações. A primeira grande morte em 

massa de anfíbios adultos ocorreu na Austrália e no Panamá (1993-1998) onde a causa 

detectada foi uma doença: a quitridiomicose [62, 63]. Estudos posteriores indicaram a 

quitridiomicose como sendo uma das maiores ameaças para a sobrevivência dos anfíbios em 

quase todo o mundo [30, 61, 63, 64, 65, 66 e 67]. 

 

A quitridiomicose é causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Longcore, 

Pessier & Nichols 1999) que pertencente à ordem Chytridiales [63]. Os quitrídios são fungos 

que se desenvolvem sem hifas e são encontrados em habitats aquáticos e solos húmidos, 

onde degradam a celulose, quitina e queratina. Infectam principalmente plantas, algas 

protistas e invertebrados [62]. Os anfíbios parecem ser os únicos vertebrados parasitados pelo 

quitrídio [63]. Batrachochytrium. dendrobatidis desenvolve-se na camada externa da pele de 

anfíbios adultos e no aparelho bucal dos girinos [66, 68, 69 e 70]. Ao contrário da maioria dos 

patógenos da vida selvagem, B. dendrobatidis parece ser capaz de conduzir as populações à 

extinção pois tem uma ampla gama de vectores,  infectando anfíbios tanto na forma larvar, 

como em adultos, além de poderem subsistir no ambiente várias semanas sem um hospedeiro 

[64, 67]. Após a metamorfose dos indivíduos infectados é que ocorre a maior taxa de 

mortalidade [63], ainda que esta também ocorra em estádios larvares [71]. A facilitação da 
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propagação deste fungo, tem sido acompanhada pelas alterações climáticas, nomeadamente 

pelo aumento da temperatura ambiental [67] e também pelo comércio mundial de anfíbios 

infectados, implicando o surgimento de quitridiomicose em muitas populações nativas sadias 

[30, 72]. 

 

Os sinais clínicos de quitridiomicose, observados em anfíbios, incluem postura anormal, 

letargia, falta de reflexo dos membros, extensa descamação e manchas de descoloração da 

pele, anorexia e (raramente) úlceras na epiderme, hemorragias na pele, músculos ou olhos; 

hiperemia da membrana digital e abdominal, e congestão das vísceras [65, 74]. A sua 

ocorrência apenas no tecido queratinizado sugere que o fungo usa a queratina dos anfíbios 

como nutriente. A morte provocada, nos anfíbios, pela quitridiomicose pode estar relacionada 

com a hiperplasia da epiderme, que afecta a respiração cutânea ou osmorregulação; uma 

toxina fúngica absorvida sistemicamente [63, 73] e o impedimento do fluxo de sódio e outros 

electrólitos através da pele dos anfíbios, provocando a redução do ritmo cardíaco e eventual 

paragem do coração [74]. 

 

Há registos da existência de Batrachochytrium dendrobatidis nos anfíbios de todos os 

continentes [30, 65, 66, 67, 75 e 76], mas supõe-se que a sua procedência seja de África, 

através de Xenopus laevis, um vector assintomático de B. dendrobatidis, que a partir da 

década de 1930 começou a ser comercializado para todo o mundo, pois esta espécie de anfíbio 

estava a ser muito utilizada em pesquisas científicas. Os primeiros casos da presença de 

Batrachochytrium dendrobatidis em X. laevis foram datados em 1938. As pesquisas 

realizaram-se em espécimes arquivadas em museu que foram recolhidas no período de 1879 a 

1999 na África do Sul, onde analisaram características histológicas da membrana interdigital 

dos indivíduos [30]. 

 

Na detecção de B. dendrobatidis, além da análise microscópica em cortes histológicos, é 

também usada a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) [77], em português, reacção de 

polimerização em cadeia. Esta técnica baseia-se na capacidade da enzima polimerase de DNA 

replicar sequências de DNA (Deoxyribonucleic Acid) em certas condições laboratoriais, a 

partir de um par de pequenos fragmentos iniciadores (primers) que flanqueiam a sequência da 

cadeia molde que se deseja amplificar. Por meio de variações alternadas e cíclicas de 

temperatura, que permitem a desnaturação da dupla cadeia de DNA, o emparelhamento dos 

primers e a extensão da sequência de DNA que é amplificada, ciclo após ciclo, ocorre um 
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aumento exponencial de DNA, tornando-se possível a sua visualização num gel de agarose, 

após a sua resolução por eletroforese ([78]; Ferreira e Grattapaglia 1998 in [79]). A região de 

DNA amplificada faz parte da unidade de DNA ribossomal (rDNA) nuclear, que é constituída 

por uma série repetitiva (tandem) de três regiões génicas (18S, 5.8S e 28S) e duas regiões 

espaçadoras intergénicas (ITS e IGS). O ITS é dividido em ITS1, localizado entre os genes 

18S e o 5.8S, e o ITS2, que separa os genes 5.8S e 28S [80]. Enquanto as regiões dos genes 

ribossomais são altamente conservadas dentro de cada espécie, as regiões dos espaçadores 

ITS, por evoluírem mais rapidamente, podem variar intraespecificamente na sequência de 

bases e no comprimento (Gerbi, 1985 in [81]), sendo muito utilizadas para taxonomia de 

espécies e géneros [81, 82 e 83]. As amostras de DNA do fungo, conseguidas a partir de 

indivíduos infectados, são obtidas geralmente por banhos aplicados aos animais, esfregaços da 

superfície da pele e remoção de pequenos pedaços de tecidos da membrana interdigital, região 

inguinal e manchas, além de parte do aparelho bucal dos girinos [70, 71, 75, 76, 84, 85, 86 e 

87]. 

 

Com estudos moleculares, foi possível constatar a presença de B. dendrobatidis em 

algumas espécies de anfíbios, em diferentes regiões do mundo [67, 88 e 89]. Na Europa já 

foram descobertos vários casos de de B. dendrobatidis em anfíbios, porém o número de 

mortes causadas por quitridiomicose são raramente descritas [65, 66]. Em Portugal, foi 

constatado um caso de infecção por B. dendrobatidis, porém a espécie animal e o local onde a 

mesma foi colectada não são identificados [66]. 

 

Face ao reduzido estudo sobre a presença de Batrachochytrium dendrobatidis em 

Portugal, e visto que no país existe uma população de Xenopus laevis, espécie exótica 

invasora, habitando duas ribeiras na região de Oeiras [52], a pesquisa do fungo em indivíduos 

dessas populações torna-se de suma importância, visto que esta população coabita com 

espécies nativas da região, tornando-se um problema de grande importância para a biologia da 

conservação. 
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2. OBJETIVO 

 

O objectivo deste trabalho foi a pesquisa da presença do fungo patogénico 

Batrachochytrium dendrobatidis nas populações de Xenopus laevis existentes nas ribeiras da 

Lage e de Barcarena, no concelho de Oeiras, Portugal. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Obtenção de DNA 

Numa primeira abordagem foram utilizados 5 indivíduos capturados no ano de 2007 

que estavam armazenadas em álcool a 70% no Museu de História Natural de Lisboa (tabela 

2.1). 

Na recolha das amostras foram utilizadas luvas descartáveis que eram trocadas entre o 

manuseio de cada animal. Depois de cada amostra ser recolhida, todos os instrumentos 

utilizados eram bem lavados, passados em seguida por água ultra pura e etanol a 96%, para 

evitar contaminações das amostras de um indivíduo para o outro. De cada animal foi retirado 

um pedaço de tecido com aproximadamente 2-5 mm, nomeadamente membrana interdigital, 

zona inguinal e eventuais manchas escuras [66, 76, 84, 87, 88 e 89], os quais foram colocados 

em microtubos de 1,5 ml e deixados expostos ao ar até a evaporação do álcool.  

Dos animais capturados em 2010, foram utilizados 19 indivíduos da ribeira da Lage e 

10 da ribeira de Barcarena (tabela 9). Para além da membrana interdigital e ocasionais 

manchas, cada indivíduo sofreu um esfregaço para recolha do “muco” superficial do corpo 

(zaragatoa) [72, 85, 86, 89 e 90] as quais foram colocadas em microtubos. Nestes microtubos 

foram acrescentados 250 µl de água ultra pura e efectuaram-se sucessivas agitações com 

vórtex durante 10 minutos, sendo após esse tempo centrifugados por 5 minutos a 14.000 xg 

com recolha do sobrenadante. Paralelamente os animais eram lavados com água ultra pura 

(“banho”) [89], que era recolhida para um tubo Falcon de 50 ml. Estes, por sua vez, 

centrifugados a 4.500 xg a 4ºC por 1 hora, sendo descartado o sobrenadante, mas deixando 

aproximadamente 400 µl para ressuspensão do sedimento com o vórtex. A suspensão foi 

então novamente centrifugada a 1.000 xg por 1 minuto a 4ºC e o seu sobrenadante recolhido 

para um microtubo. Todas as amostras recolhidas foram guardadas a -20ºC. 

A obtenção de DNA foi efectuada a partir do tratamento das amostras adaptando um 

protocolo desenvolvido por Azevedo e Caeiro (não publicado) para PCR semi-directo de 

fungos marinhos. Nesta metodologia as amostras são incubadas sequencialmente com 

quitinase e proteinase K, antes de serem submetidas a PCR. 

Os volumes de reacções, bem como as temperaturas e tempos de incubação foram 

ensaiados para optimização do protocolo. O protocolo final consistiu em adicionar a cada 

amostra 50 µl de tampão Phire 1x e 1 µl de quitinase (Nyztech, Portugal) a 0,05 unidades/ml 

com incubação em banho seco a 65ºC durante uma hora, ocasionalmente submetendo a 
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agitação no vórtex. Em seguida foi adicionado a cada tubo 0,5 µl de proteinase K a 20 mg/ml, 

agitando no vórtex e colocados novamente a incubar à mesma temperatura por mais 1 hora. 

Finalmente para a inactivação da proteinase k, as amostras foram colocadas num banho seco a 

98ºC durante 10 minutos, seguindo-se uma centrifugação de 3 minutos a 14.000 xg. 

Recolheu-se o sobrenadante para um novo microtubo, que se guardou a -20ºC. 

 

Tabela 9. Indivíduos utilizados na pesquisa do fungo Batrachochytrium dendrobatidis, bem como os respectivos 
sexos, ribeira onde foram capturados e o ano (“G” – Girino). 

Indivíduo Sexo Ribeira Ano 

408 Macho Lage 2007 

409 Macho Lage 2007 

410 Macho Lage 2007 

411 Macho Lage 2007 

412 Macho Lage 2007 

F1 Fêmea Lage 2010 

F10 Fêmea Lage 2010 

F11 Fêmea Lage 2010 

F12 Fêmea Lage 2010 

F14 Fêmea Lage 2010 

F15 Fêmea Lage 2010 

F2 Fêmea Lage 2010 

F6 Fêmea Lage 2010 

F8 Fêmea Lage 2010 

M10 Macho Lage 2010 

M10 Macho Lage 2010 

M22 Macho Lage 2010 

M24 Macho Lage 2010 

M37 Macho Lage 2010 

M38 Macho Lage 2010 

M40 Macho Lage 2010 

M49 Macho Lage 2010 

M7 Macho Lage 2010 

M8 Macho Lage 2010 

F9 Fêmea Barcarena 2010 

M15 Macho Barcarena 2010 

M16 Macho Barcarena 2010 

M17 Macho Barcarena 2010 

M18 Macho Barcarena 2010 

M19 Macho Barcarena 2010 

G1 - Barcarena 2010 

G2 - Barcarena 2010 

G3 - Barcarena 2010 

G4 - Barcarena 2010 
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3.2. Primers utilizados 

No intuito de confirmar o sucesso na obtenção de DNA, foram utilizados primeiramente 

os primers universais LROR e LR5, que amplificam a região LSU de DNA ribossomal da 

maioria dos fungos, mas também de outros organismos [91] 

Para a detecção de Batrachochytrium dendrobatidis utilizaram-se os pares de primers 

Bd1a e Bd2a, NS1 e Bd2a, BOB5 e BOB6 (tabela 10 e fig. 20). 

 

Tabela 10. Sequências de primers utilizados nas reacções de amplificação por PCR (Primers forward (F) e 
reverse (R); “~”dimensão aproximada do produto de PCR esperado ,em pares de bases (pb)). 

Primers Sequência (5' -> 3') 
Região de 

emparelhamento 

Produto de 
PCR esperado 

(pb) 
Referência 

LROR (F) ACCCGCTGAACTTAAGC LSU 
~ 800 

Binder & Hibbett 
2002 LR5 (R) TCCTGAGGGAAACTTCG LSU 

Bd1a (F) CAGTGTGCCATATGTCACG ITS1 
~ 300 Annis et al 2004 

Bd2a (R) CATGGTTCATATCTGTCCAG ITS2 

NS1 (F) GTAGTCATATGCTTGTCTC SSU 
~ 1750 

White et al 1990 

Bd2a (R) CATGGTTCATATCTGTCCAG ITS2 Annis et al 2004 

BOB5 (F) ATGCTTAAGTTCAGCGGG  SSU 
~ 740 Boyle et al 2004 

BOB6 (R) CCGATTGAATGGCTTAGTGAGACC  LSU 

 
 

 
Figura 20. Localização, no DNA ribossomal nuclear, dos primers apresentados na Tabela 10. As setas indicam a 
extremidade 5 ' de cada primer. A subunidade maior do DNA ribossomal nuclear está seccionada nesta figura. 
Figura adaptada de White et al 1990. 

 
3.3. Optimização da PCR 

Para a técnica de PCR utilizou-se um termociclador (Biometra T personal) e o sistema 

comercial Phire® Hot Start DNA Polymerase. A mistura de reacção, bem como as condições 

de amplificação, foram realizadas segundo as instruções do fabricante 

(http://www.finnzymes.fi/pdf/f540sl_phusion_hotstart_highfidelity_dna_polymerase_datashe
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et_1_9_low.pdf). No que concerne às temperaturas de annealing dos primers usados, essas 

foram calculadas através do programa Tm calculator disponível no site da Finnzymes 

(http://www.finnzymes.fi/tm_determination.html). A constituição das misturas de reacção de 

amplificação foi idêntica para todas as amostras (tabela 11). 

 

Tabela 11. Mistura de reacção de amplificação por PCR. 

Reagentes Volume na Reacção/Concentração 

H2O Até 20 µl 

Tampão Phire 0,4 µM /1x 

Cada dNTP 0,4 µM 

Primer Forward 0,5 µM 

Primer Reverse 0,5 µM 

Enzima Phire 0,4 µl 

DNA 1 µl 

 

As amostras foram amplificadas com os diferentes pares de primers, aplicando perfis de 

amplificação adequados (tabela 12). 
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Tabela 12. Perfis de amplificação aplicados nas diversas PCRs 

Perfil Par de Primers Temperatura Tempo Nº de ciclos 

  98°C 3 minutos  

  98°C 5 segundos  

1 LROR e LR5 58,5°C 5 segundos 30 

  72°C 20 segundos  

  72°C 1 minuto  

  98°C 3 minutos  

  98°C 20 segundos  

2 Bd1a e Bd2a 55°C 20 segundos 40 

  72°C 30 segundos  

  72°C 2 minutos  

  98°C 3 minutos  

  98°C 20 segundos  

 NS1 e Bd2a 49°C 20 segundos 20 

 (1ª PCR) 72°C 50 segundos  

3  72°C 2 minutos  

 98°C 3 minutos  

  98°C 20 segundos  

 Bd1a e Bd2a 55°C 10 segundos 40 

 (2ª PCR) 72°C 20 segundos  

  72°C 2 minutos  

  98°C 3 minutos  

  98°C 5 segundos  

 BOB5 e BOB6 64°C 5 segundos 30 

 (1ª PCR) 72°C 20 segundos  

 
 72°C 2 minutos  

 98°C 3 minutos  

  98°C 5 segundos  

4 BOB5 e BOB6 60°C 5 segundos 40 

 (2ª PCR) 72°C 20 segundos  

 
 72°C 1 minuto  

 98°C 3 minutos  

  98°C 5 segundos  

 Bd1a e Bd2a 60°C 5 segundos 40 

 (3ª PCR) 72°C 20 segundos  

  72°C 1 minuto  

 

3.4. Análise electroforética dos produtos de PCR 

Os produtos de PCR foram analisados electroforeticamente em gel de agarose 

(Invitrogen life technolugies Agarose Eletrophoresis) a 2% com brometo de etídio (EtBr) a 

0,5 µg/ml e foram visualizados com o auxílio de um transiluminador de luz ultravioleta. O 
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tamanho dos fragmentos foi estimado por comparação com os marcadores de massa 

molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen), Hypper Ladder I (Bioline) ou 1 KbPlus DNA 

Ladder  (Invitrogen). As fotografias dos géis foram feitas utilizando o sistema Kodak Digital 

Science (Eletrophoresis Documanrarion and Analysis System 120). 

 

3.5. Purificação dos produtos da PCR e de bandas excisadas de gel de 

agarose 

Para a purificação dos produtos provenientes da amplificação por PCR foi utilizado o 

sistema comercial JETquick Spin Column Technique PCR Purification (Genomed, EUA), de 

acordo com as instruções do fabricante que se encontram em anexo. Foram também 

purificados produtos obtidos a partir de bandas excisadas de géis de agarose, utilizando o 

sistema comercial Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, EUA), de acordo 

com as instruções do fabricante (http://www.zymoresearch.com/zrc/pdf/D4001d.pdf). 

 

3.6. Sequenciação 

Os produtos purificados foram enviados para sequenciação na empresa Stabvida 

(http://www.stabvida.net/frontpage/por/index.php).  

Os resultados da sequenciação foram analisados através do software BioEdit Sequence 

Alignment Editor versão 7.0.5.3 e as sequências obtidas comparadas com sequências 

depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) recorrendo à ferramenta “Nucleotide 

blast” (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS=m 

egaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Avaliação da eficácia do método de obtenção de DNA 

Com a realização de um primeiro ensaio utilizando os primers LROR e LR5, 

visualizou-se fragmentos de DNA amplificado por PCR com as amostras retiradas dos 

indivíduos capturados em 2007 (408, 409, 410, 411 e 412) (tabela 4), verificando-se, assim, 

êxito com o uso da técnica adoptada (com tratamento com quitinase e proteinase k) para 

obtenção de DNA (fig. 21). 

 

Figura 21. Podutos de PCR amplificados com os primers LROR e LR5 (M - Marcador molecular 1 KbPlus DNA 
Ladder (Invitrogen). 1 a 14 - Amostras dos indivíduos, sendo: 1 a 3 - 408; 4 a 6 - 409; 7 e 8 - 410; 9, 10 e 12 - 
411; 11, 13 e 14 - 412. C - Controle negativo). 

 

4.2. Detecção do fungo Batrachochytrium dendrobatidis 

Mediante visualização em gel de agarose, os resultados obtidos mostraram que nem 

todas as amostras retiradas de Xenopus laevis e utilizadas na pesquisa do fungo 

Batrachochytrium dendrobatidis, por técnica de PCR, apresentaram amplificação de DNA. Os 

resultados mais relevantes (em que se obtiveram produtos de PCR) estão descritos na tabela 

13. 
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Tabela 13. Indivíduos analisados e respectivas amostras, perfis de amplificação aplicados e dimensão 
aproximada “~” do/dos produtos de PCR em pares de base (pb). *Indivíduos amostrados: 408, 409, 410, 411 e 
412 – animais capturados em 2007 e guardados em álcool a 70% no Museu de História Natural; F1e F2 – 
animais capturados em 2010. **Amostras: MI – Membrana Interdigital; I – Região Inguinal; Z – Zaragatoa; B – 
“Banho”. ***Perfis das diferentes condições de amplificação por PCR descritos anteriormente na tabela 12. 

                        

*Indivíduo **Amostra 
 

***Perfil de 
Amplificação por PCR 

Tamanho do Produto de PCR 
(pb) 

 MI I M Z B  1 2 3 4  
408  √ √    √    ~ 850 

409 √ √ √    √    ~ 850 

410 √ √     √    ~ 850 

411   √    √    ~ 850 

412  √ √    √    ~ 850 

F1     √   √   ~ 300; ~700; ~800; ~1200 

F1     √    √  ~1000 

411   √      √  ~ 1000; ~ 1650 

F1     √     √ ~ 260 

F2     √     √ ~ 700 

410 √         √ ~ 300 

411   √       √ ~ 600 

 

Com os primers específicos Bd1a e Bd2a, e aplicando o perfil 2 (tabela 13), foram 

ensaiadas as amostras já anteriormente amplificadas com o perfil 1 (tabela 13), bem como as 

primeiras amostras oriundas dos indivíduos capturados em 2010 (F1, M1, M2). Relativamente 

a estes indivíduos, o material biológico que serviu para as reacções de amplificação consistiu 

em amostras resultantes de “banho” e zaragatoa. Obteve-se 3 fragmentos de DNA de 

tamanhos diferentes para a amostra proveniente do “banho” de F1 (fig. 22). 

 

 

Figura 22. Produtos de PCR amplificados com os primers Bd1a e Bd2a (M- Marcador molecular Low DNA 
Mass Ladder (Invitrogen). 1 a 9 - Amostras dos indivíduos, sendo: 1, 4 e 7 - F1; 2, 5 e 8 - M1; 3, 6 e 9 - M2. C - 
Controle negativo.). 
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Já de posse de mais amostras de outros indivíduos de X. laevis, escolhidos 

aleatoriamente, estas foram também submetidas a ensaios seguindo o perfil 2 (tabela 12). 

Visto que os resultados foram negativos, fez-se um novo ensaio, desta vez com duas PCR 

consecutivas (perfil 3), e com amostras dos seguintes indivíduos: F1, M8, 409, 411, 412. Na 

primeira reacção de amplificação por PCR utilizou-se os primers NS1 e Bd2a e na segunda 

reacção (nested), os primers Bd1a e Bd2a. Apenas as amostras F1 e 411, foram amplificadas, 

tendo sido observados produtos de PCR de aproximadamente 1000 a 1650 pb, sendo que com 

a amostra 411 foram amplificadas duas bandas (fig. 23). Foi feita a sequenciação destes dois 

produtos de PCR e a sequencia resultante foi submetida a um blast cujo resultado revelou não 

haver identidade entre as sequências nucleotídicas destas amostras e a região ITS do DNA 

ribossomal de Batrachochytrium dendrobatidis. 

 

 

Figura 23. Produtos resultantes de duas amplificações por PCR consecutivas, utilizando primeiramente os 
primers NS1 e Bd2a e seguidamente os primers Bd1a e Bd2a (C - Controle negativo. M- Marcador molecular 1 
KbPlus DNA Ladder (Invitrogen). 1 a 6 - Amostras dos indivíduos, sendo: 1 e 2- F1; 3- M8; 4- 409; 5 – 411; 6 – 
412). 

 

Em mais uma tentativa de detecção de DNA B. dendrobatidis nestas amostras, optou-se 

pela utilização de outros primers, BOB5 e BOB6 [88], igualmente descritos para a 

amplificação de uma região ribossomal deste fungo, na qual está contida a região a amplificar 

com o par Bd1a/Bd2a (fig. 20). Assim, foram realizadas três amplificações sucessivas por 

PCR, a primeira utilizando os pares de primers BOB5 e BOB6, uma segunda ainda com estes 

mesmos primers e a terceira, uma nested PCR, com os primers Bd1a e Bd2a (perfil 4, tabela 

12). Com algumas amostras, foi possível visualizar-se a presença de produtos de PCR, no 

final quer da segunda, quer da terceira etapa do perfil 4, observando-se fragmentos com 
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tamanhos compreendidos entre os 260 a 700 pb aproximadamente. Os produtos de PCR das 

diferentes amostras tinham dimensões distintas, sendo no entanto idênticos em ambas as 

etapas anteriormente referidas. Estes produtos de PCR foram purificados (fig. 24) e enviados 

para sequenciação, tendo sido obtidas sequências de boa qualidade apenas para os produtos de 

PCR obtidos por amplificação das amostras dos indivíduos 410 e 411 (fig. 25 e 26). As 

sequências forward e reverse obtidas destes produtos de PCR (fig. 25 e 26) foram alinhadas e 

as respectivas sequências consensus foram sujeitas a um blast aberto utilizando a ferramenta 

disponível no site do NCBI 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBl

ast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome) O 

resultado obtido foi o emparelhamento com duas pequenas sequências nucleotídicas de Homo 

sapiens: a primeira com Homo sapiens anaplastic lympphoma recptor tyrosine kinase 

(cromossoma 2) [Score de 44.6 bits (48), Identities = 45/57 (79%), Gaps = 4/57 (7%)] e a 

segunda com Homo sapiens BAC clone RP11-56A1 from 2, complete sequence [Score = 44.6 

bits (48),   Identities = 45/57 (79%), Gaps = 4/57 (7%)]. 

 

 

Figura 24. Produtos de PCR purificados, resultantes de três amplificações por PCR consecutivas, utilizando 
respectivamente os seguintes primers: BOB5 e BOB6; BOB5 e BOB6; Bd1a e Bd2a (M- Marcador molecular 
Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). 1 a 5 - Amostras dos indivíduos, sendo: 1 - 410; 2- 411; 3- F1; 4 – F2). 
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Figura 25. Aspecto parcial do cromatograma obtido para a sequência forward do produto de PCR resultante da 
amplificação de uma amostra do indivíduo 410, com o primer Bd2a. 

 

 

Figura 26. Aspecto parcial do cromatograma obtido para a sequência forward do produto de PCR resultante da 
amplificação de uma amostra do indivíduo 410, com o primer Bd1a. 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1. Avaliação da eficácia do método de obtenção de DNA 

Verificamos que o método de tratamento das amostras de X. laevis, a partir de duas 

incubações sucessivas, a primeira com quitinase e a segunda com proteinase K, permitiu obter 

DNA susceptível de ser amplificado por PCR. Esta técnica pode diminuir o tempo, os custos e 

o esforço nesta primeira fase, pois a obtenção de DNA amplificável é crucial nesta 

abordagem. Este método implicava a escolha da enzima Phire (Finnzymes) e respectivo 

tampão de reacção, para as reacções de amplificação, e baseou-se nas características desta 

enzima pois esta amplifica o DNA molde mesmo na presença de inibidores, o que nos 

permitiu fazer uma PCR “semi-directa”. 

Para verificar se conseguíamos amplificação de DNA a partir destas amostras 

utilizamos primers menos específicos (LROR e LR5) os quais amplificam a subunidade 

ribossomal maior (28S) de muitos fungos e também de outros organismos, daí serem 

designados por primers universais. A visualização de bandas em gel de agarose, mostrou que 

houve amplificação por PCR a partir das amostras provenientes dos indivíduos capturados em 

2007 e guardados em álcool no museu. Isto também nos ajudou a perceber que poderíamos 

continuar a investir esforços para amplificação de DNA das amostras obtidas dos indivíduos 

capturados em 2010. 

 

5.2. Detecção do fungo Batrachochytrium dendrobatidis 

Para detectar o fungo Batrachochytrium dendrobatidis optámos por utilizar nas 

amplificações por PCR, os primers Bd1a e Bd2a, por terem sido descritos por Annis et al 

(2004) como sendo eficazes (amplificaram todos os genomas deste fungo ensaiados por estes 

autores) e específicos (não amplificaram outros DNAs, por exemplo o dos animais 

hospedeiros) 

Nos primeiros ensaios com os primers Bd1a e Bd2a não conseguimos obter 

amplificação para a maioria das amostras analisadas, além de que a única amostra que 

amplificou, “banho” de F1, mostrou que estes primers não pareciam revelar especificidade, 

visto que o tamanho do fragmento de DNA esperado era de aproximadamente 300 pb [75, 84] 

e foram obtidos 3 fragmentos de tamanhos distintos.  
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Devido ao facto de não estarmos a obter resultados positivos nas amplificações das 

amostras com os primers Bd1a e Bd2a, optou-se por se fazer uma  nested PCR utilizando na 

primeira reacção de amplificação o primer NS1  juntamente com o primer Bd2a, com o 

objectivo de conseguir assim a amplificação de uma região maior, onde estaria inserida a 

região ITS. Caso a amostra contivesse DNA de B. Dendrobatidis, este seria em seguida 

amplificado pelos primers Bd1a e Bd2a. Também através da nested PCR conseguiríamos 

fazer uma diluição dos reagentes da primeira PCR, especialmente do DNA utilizado e de 

potenciais inibidores que pudessem estar a impedir a amplificação destas amostras. No final 

da segunda PCR (nested) observou-se que duas amostras, “banho” de F1 e mancha de 411, 

tinham amplificado, observando-se fragmentos de DNA com 1000 e 1650 pb 

aproximadamente (tabela 13), sendo que para o indivíduo 411 se observaram duas bandas 

distintas (fig. 23). A análise das sequências obtidas a partir desses produtos de PCR, revelou 

não haver identidade entre estes fragmentos e a região ITS do DNA ribossomal de B. 

dendrobatidis. Este resultado revelou não ter havido uma amplificação da região pretendida e 

aponta para uma inespecificidade dos primers Bd1a e Bd2a, ao contrário do sugerido por 

Annis et al (2004). 

 

Nos ensaios realizados com as três PCRs consecutivas, para além de conseguirmos uma 

maior diluição do DNA (e simultaneamente de possíveis inibidores), outro objectivo foi 

tentarmos obter maior especificidade na amplificação, caso esta se viesse a verificar. A 

utilização dos primers BOB5 e BOB6, numa primeira PCR, possibilitaria a amplificação de 

uma região maior do DNA ribossomal, sendo que esta mesma região abrange as regiões ITS, 

utilizadas para identificação de espécies [80, 82 e 83]. A escolha destes primers tinha a 

vantagem adicional de também terem sido utilizados para a amplificação de DNA de B. 

Dendrobatidis [88]. No final de uma segunda PCR com estes mesmos primers pode-se 

visualizar bandas com tamanhos distintos entre si a partir de quatro amostras (tabela 13). Para 

mais uma vez tentar amplificar a região descrita como conservada neste fungo, com os 

primers Bd1a e Bd2a foi feita uma terceira PCR, desta vez com este último par de primers. 

Neste nested PCR, obteve-se para cada uma das amostras, produtos de amplificação com os 

tamanhos observados anteriormente, na segunda PCR realizada com os primers BOB5 e 

BOB6. A possível explicação para este resultado é que os primers BOB5 e BOB6 ainda que 

diluídos, estejam em quantidade suficiente na mistura de reacção, para que possam ter sido os 

responsáveis (e não Bd1a e Bd2a) pelos produtos de PCR obtidos. A sequenciação destes 

produtos, nomeadamente do relativo à amostra do indivíduo 410, foi realizada somente com 
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os pares de primers Bd1a e Bd2a, e o resultado do blast aberto revelou uma certa identidade 

com sequências nucleotídicas de Homo sapiens. Porém a região de emparelhamento foi 

pequena e a máxima identidade reduzida, pelo que não podemos afirmar que tivesse havido 

contaminação da amostra com DNA humano. No entanto, uma vez que se admitiu que não 

tenham sido estes os primers envolvidos na amplificação destes produtos, valerá a pena fazer 

futuramente a sua sequenciação com os primers BOB 5 e BOB 6. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Caso a introdução de Xenopus laevis na ribeira da Lage tenha originalmente ocorrido no 

Jardim do Marquês de Pombal, a não detecção da espécie ao longo de 30 anos, poderá ser 

explicada pela reduzida densidade e pelas características ecológicas da espécie: totalmente 

aquática, vivendo grande parte da sua vida no fundo dos corpos de água, em combinação com 

o número reduzido de visitas à ribeira por humanos devido ao seu difícil acesso e, 

particularmente, à degradação ambiental do curso de água [52]. 

O possível local (ou locais) de introdução desta espécie na ribeira de Barcarena ainda 

permanece desconhecido. A área entre a ribeira da Lage e de Barcarena é, desde a década de 

1970, completamente urbanizada e com diversas rodovias e não existe até à data referência à 

espécie na ribeira temporária de Paço de Arcos (Porto Salvo), localizada entre as duas ribeiras 

[52]. Assim, a passagem de indivíduos da ribeira da Lage para a ribeira de Barcarena por via 

terrestre apresenta-se como pouco provável. No entanto, a concentração das populações de 

Barcarena nos pontos mais a montante pode ser uma indicação de que a colonização se poderá 

ter dado via um dos afluentes mais a montante da Lage. Outras vias de introdução poderão ter 

sido o arrastamento ao longo da costa em período de preia-mar (Rebelo com. pess.) ou a 

libertação na natureza de espécimes comercializados em lojas de animais de companhia ou 

translocados da ribeira da Lage. Trata-se de hipóteses que apenas estudos pormenorizados de 

genética poderão esclarecer, investigando a origem, comum ou não, das duas populações. 

Aparentemente o programa de erradicação ainda não teve efeitos claramente 

mensuráveis na população de Xenopus laevis. As capturas crescentes ao longo da época de 

2010 podem querer dizer que há muitos mais animais escondidos ou situados em locais não 

visitados nas ribeiras da Lage e Barcarena, e que podem recolonizar rapidamente os locais de 

remoção. Torna-se, assim, importante a continuidade do plano de erradicação, a fim de poder 

verificar se houve ou não uma diminuição dos efectivos, assim como a expansão do plano de 

capturas a todas as regiões das ribeiras entre as quais a espécie foi detectada neste primeiro 

ano. 

 

Relativamente à pesquisa sobre Batrachochytrium dendrobatidis, a hipótese de que o 

mesmo não esteja presente nas populações de X. laevis estudadas pode ser uma realidade. A 

população introduzida de X. laevis amostrada é possivelmente descendente de animais que 

estiveram durante algum tempo em laboratórios do Instituto Gulbenkian de Ciência [52], 
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podendo aí ter perdido o fungo de que presumivelmente seria portadora. Nesse caso quando 

posteriormente alguns animais passaram do laboratório para a ribeira vizinha, já não seriam 

portadores de B. dendrobatidis. Uma outra hipótese é a simples ausência do fungo entre os 

animais que foram usados como fundadores da população em cativeiro. 

No entanto, a ausência de um resultado positivo nesta pesquisa de Batrachochytrium 

dendrobatidis pode vir a ser contrariada por posteriores estudos realizados nas populações de 

X. laevis presentes nas ribeiras da Lage e de Barcarena, pois outras técnicas na detecção de B. 

dendrobatidis poderão ser ensaiadas. Um controle positivo de B. dendrobatidis, para poder ser 

comparado com os resultados dos produtos de PCR amplificados com estas amostras, 

facilitaria a optimização da detecção do fungo. 

Quanto aos primers que utilizámos e descritos como sendo específicos para a detecção 

de B. dendrobatidis, podemos afirmar que deverão ser utilizados com cautela, principalmente 

porque são propostos e utilizados em abordagens de PCR quantitativo. Neste caso, é apenas 

detectada a amplificação de DNA, não sendo os produtos de amplificação sujeitos a 

visualização por electroforese ou a sequenciação. No nosso caso houve amplificação, mas o 

tamanho dos produtos de PCR não era o esperado, e as sequências obtidas não revelaram ser 

idênticas às de B. dendrobatidis presentes nas bases de dados. Contudo, sem ter em conta 

estes dois últimos dados, poderíamos ter concluído que estávamos a detectar este fungo nas 

nossas amostras. 

A continuidade da pesquisa da presença do fungo B. dendrobatidis nas populações de X. 

laevis existentes em Portugal continua a ser importante, visto que este fungo provoca uma 

patologia mortal em anfíbios de outras espécies, podendo conduzi-los até mesmo a extinção. 
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ANEXOS 

 

Tabela I. Registo das coordenadas rectangulares de cada um dos locais de amostragem. 

Local WGS 1984 Zone 29N 

Coord_XX Coord_YY 

Ribeira da Lage     

Ponte Talaíde 472243 4287316 

Bairro dos Navegadores 472303 4286941 

Hortas da Lage 472643 4285649 

Bairro da Lage 472709 4284624 

Estação Agronómica Nacional 472573 4283378 

Jardim Marquês de Pombal 472569 4282673 

Parque Municipal 472656 4282415 

Ribeira de Barcarena   

Ponte de S. Marcos 474815 4289263 

Lugar do Bico 475072 4288632 

Fábrica da Pólvora 475177 4288188 

Ribeira-abaixo 475486 4287448 

Qta. N. Sra. Da Conceição 475840 4286495 

Pedreira Italiana 476245 4285073 

Murganhal 476253 4284536 

Ribeira de Porto Salvo   

"montante" 473970 4286073 

"jusante" 474320 4284608 
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Figura I.  Xenopus laevis  adulto. (Fotografia de Marta Bernardes) 

 

    
Figura II. (A) Remoção de girinos de Xenopus laevis; (B) Girino no estádio 43. (Fotografias da autora) 

 

    

Figura III. Colocação das armadilhas na ribeira da Lage. (Fotografia de Mónica Sousa) 
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Figura IV. Dimensão do diâmetro abdominal de uma fêmea em relação à abertura (gargalo) da armadilha. 

(Fotografia de Mónica de Sousa) 

 

 
Figura V. Capturas com pesca eléctrica. 
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Protocolo de purificação dos produtos da PCR: 
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