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Resumo

Os anfibios sdo o grupo de vertebrados mais afetado por mortalidade por atropelamento. A
utilizacdao de barreiras bilaterais associadas a passagens subterraneas é a principal medida mitigadora para
diminuir o nimero de anfibios atropelados. Porém a maioria das medidas de conservacdao ndo consideram
a diregdo para que os anfibios se deslocam. O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia das
barreiras mitigadoras unilaterais instaladas pelo projeto LIFE LINES na estrada municipal EM535. Através de
transetos rodoviarios foram monitorizadas duas barreiras unilaterais (uma permanente e uma de lona),
guatro zonas adjacentes as barreiras e uma zona de controlo. A barreira permanente unilateral mostrou-se
eficaz, apesar da sua eficacia ser inferior as barreiras bilaterais. A excessiva presenca de vegetacdo nas
bermas afetou esta eficacia. Por outro lado, as zonas adjacentes as barreiras ndo apresentaram um maior
numero de anfibios nas estradas. Se ha um claro padrdo espacial associado as deslocacGes dos anfibios,
entdo nenhum padrdo sazonal de deslocamento foi identificado. Conclui-se que as barreias unilaterais
devem ser instaladas apenas quando ndo é exequivel colocar barreiras bilaterais. Ndo obstante deve ter-se
sempre em conta os padrées espaciais de deslocamento, de modo a aumentar a eficdcia desta medida de
mitigacao.

Palavras-chave: Anfibios; Atropelamento; Estradas; Barreiras; Unilateral; Mitigacdo; Conservacgao.



Abstract

Effectiveness of the mitigating barriers for amphibians on the EM535 road

Amphibians are the group of vertebrates most affected by roadkill. Bilateral mitigation barriers
associated to under-passages is the main mitigation measure to solve the number of roadkilled amphibians.
Moreover, most mitigation measures do not consider the movement direction of the amphibians. The aim
of the present study was to evaluate the efficiency of unilateral barriers installed by LIFE LINES project, into
the EM535 road, along the stretch between Santiago do Escoural and Sdo Cristovdo (Montemor-o-Novo).
Through road transepts, two unilateral barriers (one permanent and another made from tarp), four areas
adjacent to the barriers and a control area were monitored. The permanent unilateral barrier proved to be
effective, despite its effectiveness being lower than of bilateral barriers. The excessive presence of
vegetation on the road edges affected this effectiveness. On the other hand, the areas adjacent to the
barriers did not have a higher number of amphibians on the road. If there is a clear spatial pattern
associated to the amphibian displacement, then no seasonal displacement has been identified. It is
concluded that unilateral barriers should only be installed when it is not feasible to place bilateral barriers.
Nevertheless, the spatial patterns of amphibian displacement should always be taken into account, in order
to increase the effectiveness of this mitigation measure.

Key words: Amphibians; Roadkill; Road; Barriers; Unilateral; Mitigation; Conservation



Introducao

Os anfibios (classe Lissamphibia) tém associadas varias causas de declinio que os tornam
um dos grupos de vertebrados mais ameagados, mais que as aves ou os mamiferos (Stuart et al.,
2004). Segundo Collins & Storfer (2003), estas causas englobam as alteragGes globais (climaticas e
de radiagdao UV), a sobre-exploracdo, as espécies invasoras, alteragcdes da forma de uso do solo,
doencgas infeciosas emergentes e contaminacdo por poluentes. Por exemplo, a construcdo de uma
estrada constitui uma radical alteracdo no uso de solo e ird ter, consequentemente, impactos
duradouros nas comunidades de anfibios. Um impacto rodovidrio significativo pode implicar a
uma elevada mortalidade de anfibios por atropelamento. Ora na Europa, entre 2000 e 2014,
ocorreu um aumento na quantidade total de estradas de 13% (OECD, 2015). Em Portugal, entre
2009 e 2018, houve um aumento de 7% nas autoestradas e 10% nas restantes estradas (Eurostat,
2020). Adicionalmente, o numero de veiculos de passageiros usados entre 2005 e 2015 cresceu
293 milhdes, a nivel mundial, e cerca de 296 mil, em Portugal (International Organization of Motor
Vehicle Manufacturers, s/data). Neste cenario prevé-se que, tanto o nimero de estradas como o
nimero de veiculos a circular, ird aumentar (van der Ree et al., 2015), tornando ainda maior a

importancia do estudo da ecologia das estradas nas comunidades de anfibios.

Entretanto Hocking & Babbitt (2014) mostraram que os anfibios contribuem para os quatro
tipos de servicos de ecossistema propostos no Millennium Ecosystem Assessment (2005). Os
autores referem no artigo que, para além dos servicos de provisionamento e de cultura, os
anfibios sdo essenciais para os servicos de suporte e de regulacdo. Como acréscimo, varios autores
(Glista et al., 2007; Sillero, 2008; Beebee, 2013; Matos, 2017, entre outros) salientam que os

anfibios sao dos vertebrados mais impactados pelas rodovias.

Impacto das estradas nas comunidades de anfibios

Um dos impactos provocado pelas rodovias consiste na fragmentacdo de habitat, que ocorre
sempre que as estradas atravessam os bidtipos anteriormente existentes de forma continua,
levando a uma reducdo da conectividade (Colino-Rabanal & Lizana, 2012; Matos, 2017). Assim,
para além da fragmentacdo de habitat, as estradas promovem outros impactos, como perda de
habitat; o aumento do efeito de orla; o efeito de barreira (ou seja, falta de permeabilidade); o
aumento das perturbacbes ambientais, alteracbes comportamentais, favorecem as espécies

invasoras e sobretudo, causam elevada mortalidade de anfibios por atropelamento (Coffin, 2007;
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Goosem, 2007; Sillero, 2008; Colino-Rabanal & Lizana, 2012; Hamer et al., 2015; van der Ree et al.,
2015a; Matos, 2017). Podendo ainda criar isolamento genético (Jochimsen et al., 2004; Marsh et
al., 2008; Beebee, 2013). Os anfibios sdo particularmente vulneraveis a estes efeitos das rodovias,

devido a sua fraca mobilidade (Kovar et al., 2009; Colino-Rabanal & Lizana, 2012; Matos, 2017).

A zona influenciada pela estrada, é a area afetada para além do limite da mesma, sendo que
a sua extensdo depende de vdrios fatores (van der Ree et al., 2015). A zona anteriormente
mencionada pode sofrer alteragdes de habitat (Jochimsen et al., 2004; Coffin, 2007; Colino-
Rabanal & Lizana, 2012; van der Ree et al., 2015), sendo estas provocadas por uma alteracdo nas
componentes abidticas (hidrologia, geomorfologia, transporte e erosdo de sedimentos, entre
outros), bem como nas componentes bidticas, por exemplo, através do estabelecimento de
espécies exdticas (Jochimsen et al., 2004; Coffin, 2007; van der Ree et al., 2015), uma vez que as
estradas podem funcionar como corredores de dispersdo (Colino-Rabanal & Lizana, 2012; van der
Ree et al., 2015a). A alteracdo das componentes abidticas ocorre em parte pelo aumento do efeito
de orla (Goosem, 2007), podendo ser de tal modo significativa que leva a perda de habitat,

demonstrando assim que a fragmentacao e a alteracdo de habitat estdo correlacionadas.

A presenca de rodovias também provoca contaminagdo ambiental por poluentes os quais
podem advir da utilizacdo da estrada, bem como de atividades de manutencao da mesma (Coffin,
2007; Colino-Rabanal & Lizana, 2012). Por exemplo, o uso de sal anticongelante para impedir que
as estradas figuem cobertas de neve, podera causar mortalidade nos anfibios quando este se

acumula em corpos de agua (Colino-Rabanal & Lizana, 2012).

Um outro fator que afeta as comunidades de anfibios é a poluicdo sonora, gerada pelos
veiculos que transitam na estrada (Coffin, 2007; Grace & Noss, 2018). O ruido gerado pelas
rodovias poderd provocar uma alteracdo no numero de notas dos coaxos dos batraquios (sapos e
ras), reducdo do numero dessas vocalizagdes por minuto, um aumento da frequéncia das
vocalizacGes ou aumento da amplitude (duracdo), entre outras (Grace & Noss, 2018). Porém, nem
todas as espécies apresentam esta plasticidade acustica (Colino-Rabanal & Lizana, 2012), ficando o

seu sinal mascarado.

Contudo, dependendo da espécie, a resposta das populac¢des difere, ocorrendo situagdes em
gue estas diminuem, aumentam ou mantém-se estaveis (Colino-Rabanal & Lizana, 2012; Beebee,
2013). Grace & Noss (2018) demonstraram experimentalmente que o ruido produzido nas

estradas pode conduzir a uma diminuicdo da abundancia de batraquios nas proximidades da



estrada. Por outro lado, as rodovias aparentam ter um impacto negativo na diversidade das

comunidades de anfibios (Jochimsen et al., 2004; Colino-Rabanal & Lizana, 2012; Beebee, 2013).

Por fim, um outro impacto das estradas sobre os anfibios incide na mortalidade por
atropelamento, a qual é a principal causa de morte direta. Ao contrdrio das interagdes bioldgicas
naturais, como a predac¢do, o atropelamento ndo depende da densidade das populagées (Puky,
2005). O esmagamento de anfibios pelos veiculos vai apresentar diferentes intensidades de
acordo com a espécie e a faixa etdria mais atingida (Green, 2005). Para uma espécie anfibia cuja
dinamica populacional assenta no baixo recrutamento e na baixa capacidade de dispersdo, a
morte de adultos nas estradas poderad inviabilizar as suas populagdes; enquanto as espécies que
auferem de uma capacidade de dispersdo superior e uma taxa de recrutamento maior, elas
conseguem suportar melhor demograficamente a perda de individuos adultos, mas apenas se esta

ocorrer ap6s a reproducdo (Jochimsen et al., 2004; Green, 2005; Rytwinski & Fahrig, 2015).

Movimentos dos anfibios nas estradas

Segundo Sinsch (1990), os anfibios necessitam de quatro tipos de recursos no seu ciclo
vital: locais de estivacao, locais de hibernagao, corpos de agua para se reproduzirem e areas ricas
em presas. Estes locais muitas vezes encontram-se espacialmente separados (Sinsch, 1990) e é nas
deslocagbes entre os diferentes locais que os anfibios atravessam as estradas. A decisdo de inicio,
duracdo e extensdo destas deslocacdes sdo influenciadas por uma série de carateristicas externas
e internas a cada individuo (Pittman et al., 2014). Estes movimentos sazonais podem ser
classificados em dois grupos distintos: movimentos migratérios e movimentos de dispersao.

Os movimentos migratdrios sao definidos como movimentos bidirecionais, dentro da
mesma populacdo (Semlitsch, 2008; Sinsch, 2014). A maior parte dos anfibios apresentam
movimento migratérios realizados pelos individuos adultos entre os locais de reflgio (de
hibernacdo e estivacdo) e os locais de reproducdo (Sinsch, 1990; Semlitsch, 2008; Pittman et al.,
2014; Matos, 2017), sendo estes movimentos ndo aleatdrios, uma vez que a maior parte dos
anfibios que se reproduzem em charcos apresentam filopatria aos locais de reproducgdo
(Semlitsch, 2008; Pittman et al., 2014). No entanto, estas migracGes sazonais quando comparadas
a outros vertebrados, ocorrem a distancias relativamente curtas (Sinsch, 1990). Num estudo
realizado por Kovar et al. (2009) em anfibios centro europeus, a maioria das espécies ndo

apresentou movimentos migratérios para 1a dos 600m do charco inicial e a distancia maxima de
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migracdo ocorreu para o sapo-comum (Bufo spinosus). Devido aos requisitos hidricos e térmicos
dos anfibios, estas migracdes tendem a ocorrer em alturas de humidade e de temperaturas
amenas (Sinsch, 1990). Podem ocorrer ainda movimentos migratérios secundarios entre os locais
de reflugio de Inverno e de Verdo e os locais de alimentagdao (Semlitsch, 2008). E também, os
individuos adultos efetuam movimentos didrios dentro da sua area vital enquanto procuram
alimento ou acesso a microhabitats, correspondendo a distancia curtas (Semlitsch, 2008; Pittman
et al., 2014; Sinsch, 2014).

Para além destes movimentos migratérios, existem ainda os movimentos de dispersdo. A
dispersao é definida como um movimento unidirecional entre populagdes distintas com
consequéncias no fluxo genético (Sinsch, 2014), a qual é essencial para a manutenc¢do das
populacdes e dos respetivo intercambio genético (Semlitsch, 2008; Pittman et al., 2014). Estes
movimentos sdo altamente influenciados pelos comportamentos individuais e encontram-se
divididos em dispersdao pré-reprodutora ou natal e dispersdo entre locais de reprodugao
sucessivos (Matos, 2017). A dispersdo pré-reprodutora ou natal ocorre em juvenis que ndo se
associam filopatricamente aos charcos onde nasceram (Sinsch, 2014), e este movimento tende a
ser aleatdrio a partir do charco inicial (Semlitsch, 2008; Pittman et al., 2014). Nestas deslocacdes,
gue ocorrem apos a metamorfose, os juvenis poderdo atingir distancias maiores relativamente aos
adultos (Semlitsch, 2008; Pittman et al., 2014; Sinsch, 2014). Contudo, os juvenis aparentam estar
mal adaptados para realizarem esta dispersdao, especialmente em espécies que sofrem a
metamorfose quando ainda tém pequenas dimensdes (Semlitsch, 2008). Por isto, Semlitsch (2008)
sugere que esta dispersdo juvenil ocorre ao longo de varios anos, a medida que os juvenis vao
crescendo e adquirindo uma maior capacidade de desloca¢do. No inicio da dispersdo juvenil, a
taxa de movimentagao é relativamente elevada e a resposta ao habitat reduzida. Porém a medida
gue os juvenis estabelecem a sua darea vital, a resposta ao habitat aumenta e a taxa de
movimentacdo diminui, havendo ainda uma alteracdo de um movimento aleatério para um
movimento enviesado (Pittman et al., 2014). Ao contrario da migracdo nos adultos, a dispersao
entre locais de reproducdo sucessivos configura uma movimentacdo que ocorre entre diferentes
populacdes (Sinsch, 2014); e apenas uma pequena parte dos individuos adultos participam neste
tipo de dispersao (Semlitsch, 2008). Este tipo de dispersao é fundamental para a manutencdo da
conectividade funcional, particularmente em habitats fragmentados (Matos, 2017).

Por fim, os anfibios podem ser ainda atraidos para as estradas (Cunnington et al., 2014). Ai

acresce haver uma tendéncia para os anfibios se manterem imobilizados perante a aproximacao
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de veiculos (Mazerolle et al., 2005), o que ird contribuir para o aumento da sua vulnerabilidade ao

atropelamento.

Tendéncias de mortalidade

Dentro da classe Lissamphibia as espécies mais suscetiveis a sofrerem atropelamento sao os
animais mais terrestres (por exemplo salamandras e sapos) e semiaquaticas (Puky, 2005; Sillero,
2008; Beebee, 2013). Existem estudos que reportam que os atropelamentos ocorrem mais
frequentemente em anuros (ex. sapos) do que em caudados (ex. salamandras) (Matos et al., 2012;
Beebee, 2013), no entanto, as espécies e a frequéncia com que estas sdo atropeladas varia
localmente (Puky, 2005; Matos et al., 2012). Num estudo realizado na regido de Salamanca, em
Espanha, as espécies com maior mortalidade foram os sapos Epidalea calamita, Pelobates
cultripes e Bufo spinosus (Sillero, 2008). Num segundo estudo, realizado em Espanha perto do rio
Ebro, o sapo comum (Bufo spinosus) dominou o nimero de anfibios mortos com mais de 80%
(Martinez-Freiria & Brito, 2012). Resultados semelhantes foram obtidos num estudo de
mortalidade de anfibios na estrada, na regidao do Porto, em Portugal (Matos et al., 2012).

Verifica-se um padrdo temporal nos atropelamentos de anfibios associado aos movimentos
migratérios e aos movimentos de dispersdao (Puky, 2005; Glista et al., 2007). Este padrao
apresenta um pico maximo nas épocas amenas (Outono e Primavera mediterranicos) com maior
humidade e temperatura morna (Glista et al., 2007), periodos em que estas espécies se deslocam
(Puky, 2005; Orlowski, 2007, Seo et al., 2015). Sendo animais poiquilotérmicos a sua atividade
metabdlica aumenta com as temperaturas mornas (18 a 25°C). Todavia, dada a pele nua dos
anfibios, a sua fisiologia de osmorregulacdao para manutencao do balang¢o hidrico é assegurada
através da absorcdo cutanea, isto facilmente provoca desidratacdo quando as temperaturas
ambientais sdo mais elevadas (Vitt & Caldwell, 2014). Assim os anfibios necessitam de humidade
do ar/solo bastante elevada para estarem ativos. Na regido mediterranica, a mortalidade
rodovidria de anfibios apresenta tendencialmente dois picos que correspondem as duas épocas de
reproducdo, no Outono e na Primavera (Carvalho & Mira, 2011; Martinez-Freiria & Brito, 2012;
Garriga et al., 2017; Canal et al., 2018), épocas do ano em que as condicOes de temperatura e de
humidade sdo adequadas para os anfibios realizarem as suas deslocac¢des. Ainda assim, o pico do
Outono tende a apresentar um maior numero de anfibios ativos (Canal et al., 2018).

Apesar das movimentacdes dos anfibios serem maioritariamente controladas pelas
condicOes de temperatura e humidade, elas estdao também associadas ao ciclo lunar (Mestre et al.,

2019; Jarvis et al., 2021). Noites de lua cheia permitem uma maior detetabilidade de predadores
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melhor comunicacdo visual e podem ter influéncia sobre a escolha de parceiros; por outro lado,
noites de lua nova reduzem a probabilidade de detec¢do por parte de predadores visuais (Grant et
al., 2009; Arnfield et al., 2012; Grant et al. 2013; Mestre et al., 2019; Jarvis et al., 2021). Ainda
assim, a forma como respondem ao ciclo lunar é especifica de cada espécie (Grant et al., 2013;
Mestre et al., 2019; Jarvis et al., 2021). Por exemplo, Mestre et al. (2019) demostraram que
espécies com coloragao aposematica, como Salamandra salamandra, apresentam mais individuos
atropelados nas imediacdes da lua cheia, enquanto que espécies sem coloracdo aposematica,
como Pleurodeles waltl, apresentavam um maior nimero de carcagas préximo da lua nova.

A presenca de habitats adequados vai também condicionar a distribuicdo espacial dos
anfibios atropelados (Jochimsen et al., 2004; Sillero, 2008; Colino-Rabanal & Lizana, 2012). A
presenca de massas de dgua nas proximidades de estradas esta correlacionada positivamente com
o numero de anfibios atropelados (Puky, 2005; Glista et al., 2007; Goosem, 2007; Colino-Rabanal
& Lizana, 2012; Seo et al.,, 2015), no entanto, estes padrdes podem ser alterados por
caracteristicas intrinsecas as proprias espécies (Sillero, 2008), bem como pela abundancia local de
cada espécie, que por sua vez estd relacionado com a qualidade do habitat envolvente (Orlowski,
2007).

No entanto, o atropelamento ndo depende apenas de fatores temporais e das caracteristicas
de cada espécie. Essa mortalidade vai também depender de fatores como a densidade de
estradas, a proximidade a determinado biétopo, a intensidade do trafego, da velocidade dos
veiculos, se existe vegetacdo circundante, pela posicao e estrutura das estradas e dos fatores
meteoroldgicos, entre outros (Puky, 2005; Glista et al., 2007; Goosem, 2007; Carvalho & Mira,
2011; Colino-Rabanal & Lizana, 2012; Martinez-Freiria & Brito, 2012; Matos et al., 2012; Seo et al.,
2015; Canal et al., 2018;). E nem todos os fatores afetam todas as espécies da mesma forma, por
exemplo, nas estradas secundarias do Canada a mortalidade da rela Pseudacris crucifer foi maior
para uma intensidade de trafego baixa; para as ras do género Rana foi maior para intensidades
moderadas; e para o sapo Bufo americanus a mortalidade foi maior para uma intensidade de
trafego elevada, enquanto que algumas espécies ndo responderam as variacoes de trafego
(Mazerolle, 2004).

Perante o ja exposto fique claro que os padrdes espaciais e temporais de mortalidade de
anfibios podem alterar-se anualmente. Uma das razbes para isto acontecer prende-se com a
guantidade anual de chuva (Marsh, 2001). Carvalho & Mira (2011) verificaram que um ano
particularmente seco reduziu a mortalidade de anfibios, uma vez que a falta de agua limitou a sua

movimentacdo. Para além da reduzida precipitacdo, as grandes flutuacbes populacionais dos
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anfibios podem estar relacionadas com outros fatores que provoquem alteracdes na taxa de
recrutamento, contudo, estas flutuacdes dependem da histéria de vida de cada espécie (Marsh,
2001; Green, 2005). Por acréscimo, alteracdes no habitat, tais como estradas, que afetem as
movimenta¢des dos anfibios, em particular dos juvenis, podem gerar depauperamentos

populacionais locais (Pittman et al., 2014).

Medidas mitigadoras da mortalidade de anfibios

As medidas mitigadoras deverdo ser planeadas de forma hierarquica para evitar, minimizar,
mitigar e por fim, compensar o impacto gerado pela estrada (Chee, 2015). Os autores Glista et al.
(2009) e Beebee (2013) sugerem que as medidas mitigadoras podem ser classificadas em duas
categorias: aquelas que modificam os comportamentos humanos e aquelas que modificam os
comportamentos dos anfibios, independentemente da sua natureza permanente ou tempordria.
As primeiras englobam medidas como a sinalizagdo vertical e a altera¢ao do limite de velocidade,
enquanto as segundas compreendem medidas como criacdo de novos charcos para reproducdo de
anfibios, a instalacdo de barreiras e de passagens para fauna (Glista et al., 2009; Beebee, 2013).

Uma situacdo ideal, mas utdpica, seria a completa remocdo dos trocos de estrada onde os
anfibios sdo mais atropelados (Puky, 2005; Schmidt & Zumbach, 2008) Também poder-se-ia
proceder a interrupg¢do temporaria da circulacdo rodoviaria da mesma (Jochimsen et al., 2004;
Puky, 2005; Cunnington et al., 2014). Este corte de transito na estrada ocorreria normalmente
entre as 17h e as 07h, entre Marc¢o e Abril. Contudo, este método nem previne a mortalidade
juvenil, nem a mortalidade de individuos ndo reprodutores (Schmidt & Zumbach, 2008). Jochimsen
et al. (2004) salientam que a utilizacdo desta medida, para além de uma reducdo do nimero de
anfibios mortos, permite a manutencdo das rotas migratérias e reducdo de stress dos animais.
Apesar da sua eficacia, ndo é muito utilizada, uma vez que as pessoas necessitardo de alterar as
suas rotas rodoviarias (Schmidt & Zumbach, 2008).

Outra medida passa pela colocacdo de sinais rodovidrios com indicacdo de travessia de
anfibios, que pode ser usado em combina¢do com outras medidas mitigadoras (Huijser et al.,
2015). Todavia trata-se de um método pouco eficaz (Schmidt & Zumbach, 2008; Glista et al., 2009;
Beebee, 2013). Também a reducdo do limite de velocidade apresenta uma baixa eficacia, devido
ao incumprimento por parte dos condutores (Schmidt & Zumbach, 2008).

Uma solugdo tempordria consiste na colocacdo de barreiras tempordrias que dirigem os
anfibios para cairem numa armadilha de fossetins (pitfall) de onde estes seriam depois retirados

por voluntarios. Mas como desvantagem requere uma grande quantidade de trabalho voluntario
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durante um tempo limitado, constrangimento que minimiza os resultados, em especial para
individuos dispersores e recém metamorfizados. (Puky, 2005; Beebee, 2013; Hamer et al., 2015). A
sua principal vantagem é o papel educacional ambiental na sociedade civil (Hamer et al., 2015).

Uma maneira ecolégica de modificar o comportamento dos anfibios radica na construgao
artificial de novos charcos para reproducdo, prevenindo que estes tenham de atravessar as
estradas, enquanto que os anfibios podem ser translocados ou colonizar naturalmente o charco
(Puky, 2005; Schmidt & Zumbach, 2008). N3do obstante, a constru¢cdo de um novo charco ndo
significa que exatamente as mesmas espécies o colonizem, ou que a qualidade deste seja igual a
outros locais de reproducdo. Ademais a translocacdo pode ndo ser bem sucedida, uma vez que
maioria dos individuos de varias espécies apresentam filopatria ao local de nascenga (Schmidt &
Zumbach, 2008). Adicionalmente, no caso de colonizagao natural, o novo charco podera demorar
a ser colonizado (Hamer et al., 2015).

Entretanto a instalacdo de passagens subterraneas/aéreas e das suas barreiras associadas
constituem medidas mitigadoras de cardter definitivo e surtem mais eficazes na reducdo da
mortalidade aquando das épocas de migracdo e movimento de juvenis (Schmidt & Zumbach,
2008). Porém as barreiras induzem uma reducdo da conectividade populacional e, em casos mais
graves, a uma perda de diversidade genética. Dai que haja uma combinacdo com passagens para
fauna (Colino-Rabanal & Lizana, 2012; Beebee, 2013; van der Ree et al., 2015b). As barreiras
devem encaminhar os anfibios para as passagens, ter uma pala no topo da barreira e nao
apresentar espacos que permitam o crescimento de vegetagdo ou que os anfibios trepem
(Jochimsen et al., 2004; Schmidt & Zumbach, 2008). O topo destas devera estar ao nivel da
superficie da estrada, de modo a que anfibios que estejam na mesma consigam sair e, por fim,
devem ser dispostas em alinhamento de ziguezague (Schmidt & Zumbach, 2008; van der Ree et al.,
2015b). Alias, as passagens para a fauna variam bastante na sua estrutura e dimensao,
dependendo das espécies alvo (Jochimsen et al., 2004; Beebee, 2013), e claramente sdo mais
eficazes quando associadas as barreiras (Cunnington et al., 2014; van der Ree et al., 2015b). No
caso dos anfibios, os tipos de passagens mais utilizadas sdo as subterraneas, as quais tanto podem
ser viadutos sobre um rio, como ser passagens hidraulicas (com ou sem modificacdes) e tuneis
especificos para anfibios e répteis (Beebee, 2013; Hamer et al.,, 2015). Os tuneis criados
especificamente para anfibios podem ser unidirecionais ou bidirecionais, sendo esta ultima
modalidade a mais utilizada (Schmidt & Zumbach, 2008). Algumas desvantagens destas medidas

radicam nos custos relativamente elevados na sua implementacao (Glista et al., 2009), na possivel
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hesitacdo na travessia por partes de alguns anfibios, ou entdo no aumento do efeito de predacao

por uma potencial maior concentragdo de predadores (Jochimsen et al., 2004; Beebee, 2013).

Eficacia das barreiras e passagens subterraneas

N3o é apenas suficiente aplicar as medidas para reduzir a mortalidade por atropelamento,
torna-se também necessdrio avaliar a sua eficacia. No caso das barreiras e das passagens
subterraneas, para além da sua funcdo de reduzir o nimero de anfibios que possam entrar na
estrada, elas devem permitir que os anfibios reprodutores utilizem os tuneis e, em ultima anlise,
permitir a manutencdo de uma populacdo vidvel (Schmidt & Zumbach, 2008). Forman et al. (2003)
no seu livro Road Ecology: Science & Solutions sintetizaram os seis critérios que devem ser
aplicados na avaliacdo da eficacia das barreiras e das passagens para fauna. Estes critérios
compreendem a (1) reducdo de mortalidade, (2) manutencdo da conectividade, (3) preservacao do
fluxo genético, (4) conservacdo dos processos populacionais e fungdes do ecossistema, (5) livre
circulacdo para dispersdo e recolonizacdo e, por fim, (6) manutencdo das condicdes bioldgicas. E
entdo necessdrio que a medicdo da eficacia esteja adaptada a/as espécie/s alvo e a estrutura
mitigadora, de modo a obter dados fidveis, que permitam comparacdes entre estudos (van der

Grift et al., 2015).

A localizacdo das passagens é, portanto, um fator critico no que toca a sua eficacia (Glista
et al., 2009; Hamer et al., 2015). Estas devem ser implementadas nos locais de maior travessia de
anfibios, sendo estes locais mais faceis de determinar para as espécies migradoras (Beebee, 2013).
Todavia, tendo em conta que a mortalidade nas estradas estd também associada a qualidade do
habitat envolvente, as medidas de mitigacdo, de um modo geral, deverdo ser aplicadas onde este
é de melhor qualidade (Sillero, 2008; Hamer et al., 2015), englobando assim tanto as espécies ndo

migradoras, como também os individuos dispersores.

Existe um conjunto de caracteristicas que podem afetar o uso das passagens subterraneas
pelos anfibios (Jochimsen et al., 2004; Beebee, 2013). A continuidade entre o habitat envolvente e
as passagens, através da manutencao de vegetacdo natural e de solo, aumenta a sua eficacia para
a fauna em geral (Glista et al., 2009; Hamer et al., 2015). Contudo, a resposta a presenca de solo
no fundo das passagens é diferente consoante as espécies de anfibios (Lesbarréeres et al., 2004;
Beebee, 2013). A presenca de aberturas no topo das passagens, as quais permitem a entrada de
luz, ar e agua, facilitam o uso das mesmas, uma vez que irdo permitir que os anfibios se orientem e

diminuir o efeito dissuasor criado pelas diferencas de temperatura e de humidade dentro e fora
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das passagens. (Jochimsen et al., 2004; Glista et al., 2009). As caracteristicas estruturais da propria
passagem (tipo de abertura, dimensGes e materiais de construcao, entre outros) podem também
influenciar o seu uso (Jochimsen et al., 2004; Glista et al., 2009). E entdo necessdrio que na
construcdo das passagens seja tida em conta a/as espécie/s alvo, de modo a maximizar a sua

eficacia (Hamer et al., 2015; van der Ree et al., 2015b).

No caso dos anfibios, a utilizacdo das passagens subterrdneas tem de estar associada a
construcao de barreiras, uma vez que a passagem per si ndo reduz a mortalidade anfibios nas
estradas (Cunnington et al., 2014). Por outro lado, a utilizacdo apenas de barreiras pode reduzir a
mortalidade a zero, mas afetar a conectividade entre populagées (Schmidt & Zumbach, 2008;
Glista et al., 2009). Todavia, diferentes tipos de barreiras vdao apresentar eficacias diferentes.
Cunnington et al. (2014), reportam uma redugao de 40% na mortalidade de anfibios numa estrada
com uma barreira temporaria implementada dos dois lados da estrada e com passagens
subterraneas. J4 no caso das barreiras de cimento, Helldin & Petrovan (2019) reportam uma
eficacia entre 85 e 100%, contudo, nas zonas adjacentes as barreiras ocorreu um aumento de
mortalidade, que podera dever-se a um encaminhamento dos anfibios no fim das barreiras para a
estrada ou a uma modificacdo das rotas de migracdo para esses locais. Para reduzir esta
mortalidade no final das barreiras podera construir-se as mesmas de modo a afastar os animais da
estrada, terminar as barreiras em zonas com habitats de baixa qualidade ou ainda colocar-se
sistemas de detecdo de animais na estrada no fim das barreiras (van der Ree et al., 2015b). Porém,
independentemente do tipo de barreiras e passagens subterraneas, estas devem ter manutencao

anual para ndo reduzir a sua eficacia (Hamer et al., 2015; van der Ree et al., 2015b).

As passagens subterraneas e as barreiras associadas sdo mais eficazes para espécies mais
terrestres e com maior mobilidade (Matos, 2017). Contudo, mesmo dentro de cada espécie, o
comportamento individual ao atravessarem as passagens é bastante varidvel, existindo individuos
gue completam a travessia, outros que voltam para trds e alguns que nem chegam a entrar nas

passagens (Matos, 2017; Testud et al., 2020).
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Objetivos

Tendo em conta que o anteriormente referido nesta dissertagdo tem como objetivo geral
determinar se as barreiras unilaterais implementadas na estrada EM535 sao eficazes na reducdo da

mortalidade de anfibios, existem 3 objetivos especificos:

1. Avaliar a eficacia de duas barreiras com designs diferentes, uma delas temporaria,
localizada numa drea mais urbanizada e de pequenas dimensdes e outra de maior
extensdo, localizada numa area menos urbanizada e de carater definitivo.

2. Determinar se os setores adjacentes as barreiras irdao sofrer um aumento de
mortalidade apds a implementacdo das barreiras.

3. Aferir padroes de movimenta¢dao de modo a maximizar a localizagdo sazonal das
barreiras tempordrias e identificar se serd suficiente a utilizacdo de barreiras

unilaterais.

Métodos

Area de estudo

Os trabalhos de campo tiveram lugar na estrada municipal 535 (EM535), a qual liga, em
cerca de 14km, as localidades de Santiago do Escoural a de Sao Cristévao, ambas no concelho de
Montemor-o-Novo. No ambito desta dissertacdo apenas foram amostrados uns 2 km iniciais de
estradas, os quais comegam 200 m antes da primeira barreira e terminam 400 m apds a ultima

barreira.

Esta estrada EM535 encontra-se envolvida por um sistema agroflorestal de montado, no
gual predomina a pecuaria de gado bovino e suino. O estrato arbdreo é composto essencialmente
por sobreiro Quercus suber e azinheira Quercus rotundifolia e a sua densidade aumenta a medida
gue nos afastamos de Santiago do Escoural. Entretanto no troco inicial da estrada existe alguma
influéncia humana pela proximidade de edificacdes nas proximidades e ainda, nos primeiros
500m, ha valas e muros nas bermas. Ademais todo o tro¢o de estrada é acompanhando, de forma
mais ou menos paralela, por uma ribeira. As bermas das estradas sdo essencialmente compostas
por herbaceas, as quais foram ceifadas no Verdo de 2020 pelos servicos municipais e por

particulares.
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Em termos bioclimaticos, esta estrada localiza-se no Alentejo Central, registando-se uma

temperatura média anual 15,9°C (IPMA, n.d.). Contudo, nesta regido ocorre uma grande

amplitude térmica, em que o més mais frio corresponde a janeiro (9,3°C) e o més com 19

temperatura mais elevada corresponde a agosto (23,3°C) (IPMA, n.d.). A pluviosidade anual média

nesta regido é de 609,4 mm, sendo que o més mais chuvoso é dezembro (102,7 mm) e o més

menos chuvoso é agosto (6,6 mm), contudo, o més de julho ndo difere muito em termos

pluviométricos (8,6 mm), comparando com agosto (IPMA, n.d.). Assim, devido aos Invernos

frescos e chuvosos e aos Verdes quentes e secos, mas também ao facto de nos meses de seca

(julho e agosto) a precipitacdo ser inferior a duas vezes a temperatura média, o clima desta regido

classifica-se como bioclima mediterranico de acordo com Rivas-Martinez (2008).

Espécies ocorrentes na area de estudo

A lista de potenciais espécies ocorrentes estd de acordo com Loureiro et al., (2008);

Maravalhas & Soares, (2018) e Speybroeck et al., (2020) e encontram-se representadas na tabela I.

Na area de estudo podem ser encontradas 13 espécies de anfibios: 4 espécies de caudados e 9

espécies de anuros, das quais 3 sdo ras e 6 sdo sapos.

Tabela | - Espécies de anfibios potencialmente ocorrentes na drea de estudo (Loureiro et al., 2008; Maravalhas & Soares, 2018;

Speybroeck et al., 2020).

Espécie Nome comum Sigla
Alytes cisternasii Sapo-parteiro-ibérico Ac
Bufo spinosus Sapo-comum Bs
Epidalea calamita Sapo-corredor Ec
Discoglossus galganoi Ra-de-focinho-pontiagudo Dg
Hyla meridionalis Rela-meridional Hme
Hyla molleri Rela-ibérica Hmo
Lissotriton sp. Tritao-de-ventre-laranja L
Pelobates cultripes Sapo-de-unha-negro Pc
Pelodytes sp. Sapinho-de-verrugas-verdes P
Pelophylax perezi Ra-verde Pp
Pleurodeles waltl Salmandra-de-costelas-salientes Pw
Salamandra salamandra | Salmandra-de-pintas-amarelas Ss
Triturus pygmaeus Tritdo-marmoreado-pigmeu Tp
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Barreiras mitigadoras

Existem duas barreiras no troco de estrada amostrado, ambas unilaterais e colocadas do

lado esquerdo da estrada quando nos dirigimos de Santiago do Escoural para S3o Cristévao.

A primeira barreira, instalada no dia 14 de dezembro de 2018, fica localizada no inicio da
estrada, numa zona com alguma influéncia humana, por estar nas proximidades de habitacdes.
Trata-se de uma barreira de lona (linéleo), com uma extensdo reduzida (cerca de 60 m de
comprimento) e sem estar associado a nenhuma passagem subterranea. Para impedir que os
anfibios passassem rasteiros junto ao solo, a aba inferior desta barreira foi previamente enterrada.
N3o obstante em varios pontos a lona encontrava-se levantada do solo. Durante o estudo e ao
longo desta barreira de lona, verificou-se que o crescimento da vegetacdo nas bermas fazia com

gue varias plantas que ultrapassassem o limite superior da aba da lona.

A segunda barreira foi construida em cimento com cerca de 800 m de comprimento, tendo
sido finalizada no dia 30 mar¢o de 2018. Esta barreira conta com trés passagens subterraneas
/hidrdulicas associadas: uma em cada ponta da barreira e outra numa posi¢do mais intermédia.
Semelhante ao que acontecia na barreira de lona, também algumas plantas ultrapassam o limite
superior da barreira. A presenca de plantas foi maior na amostragem realizada na Primavera, uma

Vez que 0s servicos municipais procederam ao corte das plantas durante o Verao.

Recolha de dados

Existem varios métodos de quantificacdo da mortalidade nas estradas. Nesta dissertacao
optamos por realizar cruzeiro rodovidrio. Este método pode apresentar teoricamente um poder de
detecdo ligeiramente menor para animais e carcacas pequenos do que o transeto feito a pé
(Beebee, 2013), entdo constitui um método bastante referido na literatura cientifica. Ademais, o
cruzeiro rodoviario que permitiu comparar os nossos dados com aqueles dados obtidos pelo
projeto LIFE LINES, obtidos similarmente na mesma estrada. Assim, em cada sessdo de
amostragem foram entdo realizadas duas passagens de carro ao longo e em cada direcdo da
estrada, conduzindo a uma velocidade de aproximadamente 10 km/h, parando quando necessario
para registar os anfibios avistados, vivos ou mortos presentes no pavimento. Esta velocidade foi
inferior aquela usada em outros estudos (Glista et al., 2007; Sillero, 2008; Carvalho & Mira, 2011;
Martinez-Freiria & Brito, 2012b; Matos et al., 2012; Garriga et al., 2017; Canal et al., 2018). Tal foi

possivel devido a curta extensdo do troco de estrada analisado, permitindo assim aumentar a
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detetabilidade de animais mais pequenos. Entretanto a segunda passagem de amostragem foi
sempre iniciada 20 min apds terminada a primeira. A realiza¢do de duas passagens de carro, mais
uma vez, so é possivel pelo troco de estrada ser de reduzida dimensdo. Mas permite um acréscimo
do nimero de anfibios amostrados, bem como a detegdo de individuos e/ou espécies que nao
foram amostrados na primeira passagem. Contudo, ndo foram removidos os cadaveres para nao
interferir com a amostragem do LIFE LINES. Entdo para evitar contabilizar o mesmo individuo
morto mais que uma vez, cada individuo encontrado morto na estrada foi marcado com uma fita
fluorescente. Assim que as amostragens do LIFE LINES findaram, passaram a ser removidos as
carcacas da estrada. Perante o exposto, estatisticamente, os dados de cada passagem foram
posteriormente tratados como se tratasse de observag¢des independentes. Anotou-se ainda a
direcdo de deslocacdo/atravessamento dos anfibios tanto para os individuos vivos como para os

individuos mortos.

Permanente

<

% la

/
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Figura 1 - Divis@o dos setores de amostragem. Setor lona corresponde ao setor onde estava implementada a barreira de lona. Setor
permanente corresponde ao setor onde estava implementada a barreira permanente. Setores L_1 e L_2 sdo os setores adjacentes a
barreira de lona. Setores P_1 e P_2 s@o os setores adjacentes a barreira permanente. Setor Controlo é o setor sem influéncia da
barreira.

Cada sessdao de amostragem foi temporalmente adaptada para aqueles dias em que se
previu noites chuvosas ou com humidade relativa superior a 80% e temperatura minima igual ou
superior a 10°C, normalmente quando anfibios se encontravam mais ativos e apresentavam maior
probabilidade de atravessarem as estradas (Mazerolle, 2004; Mazerolle et al., 2005; Sillero, 2008).
Também a amostragem decorreu fora das épocas reprodutoras dos anfibios ibéricos que habitam

na regidao mediterranea, de forma a abranger os movimentos didrios fora destas épocas.
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A ideia inicial era amostrar a pé as zonas de barreiras, tanto na barreira de lona como na
barreira de cimento, para contabilizar o nimero de anfibios que tentavam atravessar a estrada,
embora potencialmente impedidos pela prépria barreira. Todavia, devido ao estado de
conservacdo das barreiras, mormente a quantidade exuberante de vegetacdo presente durante

Primavera, tal impedia visualizacdo rapida destas bandas, pelo que a ideia foi abandonada.

Entretanto para efeitos de recolha de dados, facilitou dividir a area de estudo em sete
setores diferentes, como demonstrado na figura 1. Os setores adjacentes as barreiras tém pelo
menos 200 m de comprimento, pois com base nos dados disponiveis em Trochet et al. (2014) foi
calculada a média das distancias percorridas durante o periodo migratério de anfibios europeus.
Outros estudos demonstram que 75% dos anfibios nao se deslocam muito mais que estes 200m

estipulados para a amostragem (Rittenhouse & Semlitsch, 2007).

Os dados recolhidos agrupam-se por setor em que cada anfibio foi encontrado, com a
indicacdo da espécie observada, e anotou-se a direcdo de deslocacdo para a qual os anfibios se
dirigiam quando observados. Esta ultima foi assinalada: com D, se os animais se dirigissem ao
encontro da barreira; com F, caso se dirigissem para o lado oposto a barreira; e com O se eles

fossem encontrados mais ou menos paralelos a linha de estrada (figura 2).

Barreira

Figura 2- Esquema de como foram assinaladas as desloca¢des dos anfibios. D- em dire¢d@o a barreira, F- na dire¢do oposta a
barreira e O- movimento paralelo a estrada.
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Dados do LIFE LINES

Gentilmente foram-nos cedidos pelo projeto LIFE LINES os respetivos dados anteriores e
posteriores a construcdo das barreiras, os quais adicionados aos nossos proprios dados permitiram
uma analise mais robusta dos resultados. Especificando os dados anteriores a construcdo das
barreiras abrangem os anos de 2015, 2016, 2017 e 2018. No ano 2015 foram realizadas pela
equipa do projeto 9 saidas de campo, que contaram com um total de 113 anfibios na area de
estudo selecionada e abordada nesta dissertagdo. Para a mesma drea, em 2016 e 2017 foram
realizadas 5 saidas por ano, em que no primeiro foram encontrados 45 anfibios e no segundo 40
anfibios. Nos anos de monitorizacdo anteriores a constru¢do das barreiras, o ano 2018 foi o que
contou com maior nimero de saidas de campo, tendo um total de 13, bem como maior nimero
de anfibios encontrados, com um total de 3437. Assim, antes de construidas as barreias fizeram-se
32 saidas de campo, registando-se 3635 anfibios. No caso dos dados apés a construgcdo das
barreiras, estes correspondem aos anos 2018 e 2019 complementados com dados recolhidos nos
anos 2020 e 2021. No ano 2019 foram realizadas 11 saidas de campo, tendo sido encontrados 840
anfibios. Ao contrdrio dos dados recolhidos nesta dissertagao, os dados do projeto LIFE LINES

resultam apenas de uma passagem unidirecional de carro.

Andlise estatistica

Para todo o tratamento e analise dos dados foi realizada com recurso ao software R Studio

(versdao 1.1.463).

Antes da andlise estatistica propriamente dita, foi necessario realizar um bootstrap, para
aleatoriamente selecionar quais os anfibios amostrados na primeira volta e quais os amostrados
na segunda volta durante a Primavera, Verdo e Outono de 2020, uma vez que por lapso ndo fora
anotada essa passagem distinta. Por isso aplicou-se um teste de Mann-Whitney para perceber se o
numero de anfibios por saida por quildmetro era diferente entre as duas voltas. Ademais no
boostrap simularam-se os dados 10 000 vezes, calculando para cada um dos replicados um fator
de correcdo do numero de individuos encontrados na primeira volta. De seguida, estimou-se a
média dos fatores de correcdo e dai foi criada uma distribuicdo binomial aleatéria em que a
probabilidade de encontrar um individuo na primeira passagem era igual a média dos fatores de

corregao.
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A andlise estatistica abarca os trés topicos fundamentais, que vao ao encontro dos
objetivos desta dissertacao: eficacia das barreiras mitigadoras, andlise das zonas adjacentes as

barreiras e andlise dos padrdes de deslocacao.

No que respeita a analise da eficicia das barreiras mitigadoras, realizou-se uma analise
semelhante ao apresentado em Cunnington et al. (2014), em que se desenvolveu um modelo GLM
com a familia binomial negativa, para comparar o setor de controlo, com os setores onde estdo
implementadas as barreiras. Este método foi escolhido perante o incumprimento de alguns
pressupostos para a realizacdo de testes paramétricos e da fraca precisdo dos testes ndo
paramétricos alternativos a ANOVA multifatorial. Uma vez que durante o projeto LIFE LINES
apenas foram realizadas saidas de campo durante o Outono e o Inverno, foram entdo comparados
os periodos de Inverno e Outono separadamente dos periodos de Primavera e Verdo. Se nao foi
aplicada uma distribuicdo Poisson, muito usada para dados de contagens, entdo usou-se uma
distribuicdo binomial negativa, a qual é adequada para dados de contagens em que o desvio
padrdo é superior a média, e no caso desta Ultima condicdo ndo ser verificada, a distribuicao

transforma-se numa Poisson.

Em suma, os dados foram agrupados em trés categorias diferentes, aqui denominadas de
tratamentos: dados recolhidos quando as barreiras estavam ausentes (Aus), dados recolhidos
durante o Inverno e Qutono quando as barreiras estavam presentes (Presl) e dados recolhidos
durante a Primavera e Verdo quando as barreiras estavam presentes (Pres2). Optamos por
desenvolver dois modelos em separado: um para a barreira de lona e outro para a barreira
permanente, de modo a nado inserir uma terceira variavel explicativa, uma vez que as barreiras
foram implementadas em diferentes épocas do ano. As barreiras devem impedir a passagem de
anfibios para a estrada, entdo, por este motivo, para testar a sua eficacia foi modelado o nimero
de anfibios encontrados na estrada por saida por quildmetro, em funcdo do tratamento e do setor
(Controlo e Barreira de Lona ou Barreira Permanente). No caso da interacdo entre tratamento e

setor ser significativa foram realizados testes emparelhados com a correcao de Tukey.

As zonas adjacentes as barreiras sofreram o mesmo tipo de analise estatistica que as zonas
com barreira, onde foi comparado o nimero de anfibios por saida por quilémetro, em funcao do
tratamento e setor, sendo que mais uma vez foi realizado um modelo para cada setor em

separado, tendo sido realizados na totalidade quatro modelos (paral_1,L 2,P_1eP_2).
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J4 para os padrbes de deslocacdo usaram-se testes de independéncia de qui-quadrado,
avaliando a associagao da direcdao de movimento as estagdes do ano e aos setores. Para estas duas
analises apenas incluimos os dados referentes aos anfibios observados vivos, de modo a evitar
contabilizar as mudancgas de dire¢ao causadas pelos veiculos. Para a analise das estacdes do ano a
variavel utilizada foi o nimero de individuos por saida, enquanto para a andlise dos setores foi
analisado o numero de individuos por quilémetro. No caso da andlise das estagdes apenas foram
utilizados os dados referentes ao setor controlo de modo a nao existir influéncia das barreiras
nesta andlise. De referir ainda que os dados da dire¢cdo apenas foram recolhidos quando as duas
barreiras ja estavam instaladas. Foi posteriormente calculado os valores dos residuos de Pearson,

de modo a perceber qual a natureza destas associagoes.

Resultados

No total das 80 saidas de campo foram observados 5260 anfibios pertencentes a 12 das 13
espécies potenciais de serem encontradas na drea de estudo (Tabela |): para Pelodytes ibericus
houve apenas 4 registos, ao invés a espécie mais observada foi Epidalea calamita (4436 registos).
Mas 16 carcagas nao foram possiveis de identificar. O ano de 2018 mostrou um maior nimero de
anfibios observados (média de 264,4 individuos por saida) enquanto o ano de 2017 foi aguele com
menor numero de anfibios (média de 8 anfibios por saida). No calculo da diversidade
batracofaunistica, o ano de 2019 destacou-se (com um valor médio do indice de Shannon por
saida de -0,223). J& a menor diversidade ocorreu em 2020, (indice de Shannon por saida de -
1,201). No cobmputo geral a estacdao do ano, em que obtivemos um maior nimero de registos de
anfibios por saida foi o Outono, seguiu-se o Verdo, depois o Inverno e por fim a Primavera (média
de 107,2; 34; 15,8 e 13,8 anfibios por saida, respetivamente). No conjunto total dos 7 anos
acumularam-se registos de 2656,6 anfibios por quildmetro, sendo mais abundante no setor L_1
(10056,6 individuos por quildmetro) e menos abundante no setor barreira permanente (481,25

individuos por quilémetro).

Comparados com o setor de controlo, observou-se uma diminuicdo de anfibios de 89,84%
no setor da barreira permanente, de 51,83% para o setor P_1 e de 66,77% para o setor P_2, isto
para o tratamento Presl. Ja para o tratamento Pres2, comparativamente ao setor de controlo,
verificou-se uma diminuicdo de 72,83%, 60,87% e 76,09%, para os setores da barreira
permanente, P_1 e P_2, respetivamente. No que respeita a barreira de lona, para o tratamento
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Presl, obteve-se uma diminuicdo de 54,63% para o setor L_2 e um aumento do numero de
anfibios de 79,44% e de 39,87% (setores L_1 e Lona, respetivamente), quando comparados com o
setor de controlo. Para o tratamento Pres2 ocorreu uma diminuicdo de 14,73% para L_1, de

48,84% para L_2 e de 36,05% para o setor de lona, quando comparado com o setor de controlo.

Eficacia da barreira permanente

No periodo em que a barreira permanente estava ausente foram identificados 292 anfibios,
sendo que destes apenas 128 foram observados nos setores de controlo e da barreira
permanente. No setor de controlo foram contabilizados 18 individuos, enquanto no setor da
barreira permanente foram contabilizados 110 individuos, no total de 25 saidas de campo. A partir
da implementacdo da barreira foram detetados nestes dois setores 692 anfibios no Inverno e
Outono (492 no controlo e 2 na zona da barreira permanente) e 144 anfibios no Verdo e Primavera

(69 no controlo e 75 na zona da barreira permanente).

A andlise estatistica revelou, que ao comparar o setor controlo com o setor de barreira,
existe uma interacdo significativa entre o setor e o tratamento (dados suplementares tabela 1),
indicando assim existir uma influéncia da presenca das barreiras e da estacdo do ano na
guantidade de anfibios encontrados nas estradas. Ocorreram diferencas significativas no setor de
controlo entre a auséncia de barreira e a sua presenca no Outono/Inverno (p= <.0001), setor de
controlo entre a presenca da barreira no Outono/Inverno e a sua presenga na Primavera e Verdo
(p= <.0001), entre o setor de barreira permanente e o setor de controlo aquando da auséncia de
barreira (p= 0.0004) e entre o setor de barreira permanente e o setor de controlo quando a

barreira estava presente no Outono e no Inverno (p= 0.0275) (figura 3).

26



Eficacia da barreira permanente

ac,d

a,b

L

Raiz quadrada do ndmero de anfibios por saida por km

P_Aus G_Pres? P_Prest ¢_Pres2 P_Pres2

Interagdo do setor com o tratamento
Figura 3- Numero de individuos por saida por quilometro para cada interactio entre setor e tratamento; C- setor de controlo; P- setor

permanente; Aus- barreira ausente; Pres1- barreira presente no Outono e Inverno; Pres2- barreira presente na Primavera e Verdo. As
letras (a-d) indicam as interacdes significativamente diferentes.

Eficacia dos setores adjacentes a barreira permanente

No conjunto dos trés setores (controlo, P_1 e P_2) antes da implementacdo da barreira
foram contabilizados 83 anfibios: 18 no setor de controlo, 22 em P_1 e 43 em P_2. No Inverno e
Outono, ja com a barreira permanente instalada, foram identificados no setor de controlo 492
anfibios, no setor P_1 237 anfibios e no setor P_2 327 anfibios, dando um total de 1056 anfibios.
Por fim, com a barreira presente na Primavera e Verdao foram identificados 129 anfibios (69 no

Controlo, 27emP_1e 33 em P_2).

Tal como para o setor Permanente, para o modelo que incorpora o setor P_2, a interagdo
entre o setor e tratamento foi significativo (p= 0.02424), sendo que esta interacdo ndo foi
significativa para o modelo com o setor P_1 (p= 0.0871688) (dados suplementares tabela Il). No
gue diz respeito ao setor de controlo foram encontradas diferencas significativas entre a auséncia
de barreira e a sua presenca no Outono e Inverno (p= <.0001) e entre o ultimo tratamento e a
presenca da barreira na Primavera e Verao (p= 0.0002) (figura 4). Da mesma forma para o setor
P_2, as diferencas significativas ocorreram entre a auséncia de barreira e a sua presenca no
Outono e Inverno (p= 0.0010) e entre o Ultimo tratamento e a presenca da barreira na Primavera e

Verdo (p=<.0001) (figura 4).
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Setores adjacentes a barreira permanente
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Interaclo do setor com o tratamento

Figura 4- Numero de individuos por saida por quilometro para cada interagdo entre setor e tratamento; C- setor de controlo; P_1- setor
adjacente @ barreira permanente; P_2- setor adjacente & barreira permanente; Aus- barreira ausente; Pres1- barreira presenteno Outono
e Inverno; Pres2- barreira presente na Primavera e Verdo. As letras (a-d) indicam as interacdes significativamente diferentes

Eficacia da barreira de lona

No setor da barreira de lona foram identificados 126 anfibios com a barreira ausente, 122
com a barreira presente no Inverno e Outono e 17 com a barreira presente na Primavera e Verao,
perfazendo um total de 265 anfibios. Nos mesmos periodos foram identificados no setor de

controlo 309 anfibios, 201 anfibios e 69 anfibios, respetivamente, dando um total de 579 anfibios.

0O modelo desenvolvido para o setor Lona ndo apresentou uma interagao significativa entre
o setor e o tratamento (p= 0.45863), sendo que apenas o setor e o tratamento isoladamente
foram significativos (p= 0.00322 e p= 2.542e-05, respetivamente) (figura 5, dados suplementares

tabela l).
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Eficacia da barreira de lona

Raiz quadrada do nimero de anfibios por saida por km
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Interagdo do setor com o fratamento

Figura 5- Nimero de individuos por saida por quilometro para cada interacdo entre setor e tratamento; C- setor de controlo; L-setor
da barreira de lona; Aus} barreira ausente; Presl- barreira presente no Outono e Inverno,; Pres2- barreira presente na Primavera e
Verdo.

Eficacia dos setores adjacentes a barreira de lona

O numero total de anfibios registados quando a barreira estava ausente foi de 2860: 309 no
setor de controlo, 2351 no setor L_1 e 200 no setor L_2. A presenca de barreira no Inverno e no
Outono levou a uma diminui¢cdo do nimero de anfibios identificados, tendo passado para 201 no
setor de controlo, para 602 no setor L_1 e 97 no setor L_2. Por fim, na Primavera e Verdo e na
presenca da barreira de lona foram amostrados 69 individuos no setor de controlo, 64 no setor

L_1e28nosetorlL_2.

A semelhanca das zonas adjacentes & barreira permanente, apenas um dos dois modelos
apresentou como significativa a interacdo entre setor e tratamento, neste caso o modelo que
continha o setor L_1 (p= 0.02144) (dados suplementares tabela Ill). As diferencas significativas
ocorreram quando a barreira estava ausente entre os setores controlo e L_1 (p= 0.0002), no setor
L_1 entre a auséncia de barreira e a sua presenc¢a no Outono e Inverno (p= 0.0321), no setor L_1
entre a auséncia da barreira e a sua presenca na Primavera e Verdo (p= <.0001) e no setor L_1

entre Outono/Inverno e Primavera/Verdo (p= 0.0005) (figura 6).
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Setores adjacentes a barreira de lona
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Figura 6- Numero de individuos por saida por quilémetro para cada interagdio entre setor e tratamento; C- setor de controlo; P_1- setor
adjacente a barreira permanente; P_2- setor adjacente & barreira permanente; Aus- barreira ausente; Pres1- barreira presenteno Outono
e Inverno; Pres2- barreira presente na Primavera e Verdo. As letras (a-d) indicam as interacdes significativamente diferentes

Direcdo dos anfibios

A direcdo dos anfibios apenas foi avaliada apds a construcdo das barreiras. Da realizacdo do
teste do qui quadrado conclui-se que existe uma associacao entre o setor e a dire¢cdo dos anfibios
(p= 0.0004998), bem como entre a estacdo do ano e a direcio dos mesmos (p= 0.0009995). Em
relacdo aos setores, existe uma associacdo negativa entre os anfibios que se deslocam na direcado F
e o setor de controlo, mais ainda, existe uma associacdo positiva entre o setor de controlo e os
anfibios que se deslocam na dire¢do D (figura 7). Por outro lado, o setor da barreira permanente
estd associado positivamente aos anfibios que se deslocam na dire¢ao D. Por fim, relativo as
estacGes do ano, apenas foi encontrada uma associacdo positiva entre o Verao e os anfibios com

movimentos paralelos a estrada (figura 8).
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Figura 7 Correlacdo entre a direcdo dos anfibios e os diferentes setores. Os circulos vermelhos correspondem a correlacdes negativas e os
circulos azuis a correlagdes positivas. Quanto maior e mais escuro o circulo mais forte € a correlagéo. D- Direcdo no sentido da barreira; F-
direcdo no sentido oposto ao da barreira; O- paralelo a estrada; Controlo- setor de controlo; L_1-setor adjacente a barreira de lona; L_2-
setor adjacente a barreira de lona; Lona- setor da barreira de Lona; P_1-setor adjacente a barreira permanente; P_2- setor adjacente G
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Figura 8-Correlagdo entre a direcdo dos anfibios e as diferentes estagdes do ano. Os circulos vermelhos correspondem a correlagées
negativas e os circulos azuis a correlagdes positivas. Quanto maior e mais escuro o circulo mais forte é a correlagdo. D- Dire¢do no sentido
da barreira; F- diregdo no sentido oposto ao da barreira; O- paralelo & estrada; Inverno- dados recolhidos no Inverno; Outono- dados
recolhidos no Outono; Primavera- dados recolhidos na Primavera; Verdo- dados recolhidos no Verdo.
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Discussao

Influéncia do design das barreiras na sua eficacia

Para serem eficazes as barreiras necessitam impedir que os anfibios tenham acesso a
estrada, diminuindo assim a probabilidade destes serem atropelados (van der Ree et al., 2015b).
Ora a realizacdo de estudos de BACI (Before-After-Control-Impact) (van der Ree et al., 2015c), que
permite identificar se as mudancas observadas na quantidade de anfibios nas estradas se devem a

instalacao das barreiras ou as flutuagdes nas popula¢des de anfibios (van der Grift et al., 2015).

Neste estudo foi possivel perceber que as caracteristicas de cada barreira tém impacto na
sua eficacia. Neste caso, o setor da barreira permanente, apds a instalacdo da barreira, apresentou
menos anfibios na estrada no Outono e Inverno que o setor controlo no mesmo periodo (Figura 3).
Assim sendo, podemos concluir que a barreira permanente impediu o acesso dos anfibios a
estrada. Por outro lado, a presenca da barreira de lona, durante o Outono e o Inverno nao
impediu o acesso de anfibios a estrada (Figura 5, dados suplementares Tabela 1), sugerindo assim
gue o design da barreira pode influenciar a eficadcia da mesma. Isto corrobora com o estudo de
Helldin & Petrovan (2019), em que a instalacdo de barreiras permanentes em trés estradas
diferentes levou a uma diminui¢do de 85-100% do numero de anfibios encontrados, percentagem
essa superior aquela apurada apds a da instalacdo de barreiras tempordrias (ex: lona), que em
alguns casos rondou os 40% (Cunnington et al., 2014). Esta diferenca de eficicia pode ser
explicada, em parte, pela capacidade de algumas espécies treparem pela barreira temporaria/lona
com facilidade (Aresco, 2005); e ainda pela possibilidade de escaparem por partes rasteiras da
barreira desenterradas ou através de eventuais rasgdes na lona (Hamer et al., 2015). No caso das
barreiras permanentes de cimento, a presenca de uma determinada espécie mais agil pode
reduzir a sua eficacia. Por exemplo Dodd et al. (2004) verificaram uma redugdo de 93,5% para 65%
na eficacia da barreira usada quando eram consideradas as relas (Hyla sp.). Todavia neste estudo
apenas foram registados cinco individuos do género Hyla. Existem também alguns individuos que
conseguem trepar pelas plantas que ultrapassam a parte superior da barreira (Hamer et al., 2015;
van der Ree et al.,, 2015b). No entanto, no nosso estudo as bermas junto das duas barreiras
apresentavam densidades semelhantes de vegetacdo circundantes, pelo que esta variavel ndo

parece ter influenciado as diferencas de eficacia observadas.

Apesar de neste estudo existirem diferencas na eficdcia entre as duas barreiras (por

possuirem caracteristicas muito distintas de localizacdo, dimensao, material de construcdo e 32
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presenca de passagens subterrdneas), seriam necessarios outros estudos que avaliassem
individualmente estas varidveis, de modo a minimizar o efeito sinergético destes varios fatores
envolvidos na andlise da sua eficacia. Contudo, parece existir uma tendéncia na literatura mais
para avaliar a eficdcia das diferentes concegdes estruturais de passagens subterraneas (exemplos:
Jochimsen et al., 2004; Glista et al., 2009), e ndo tanto do perfil das barreiras. De acordo com
Rytwinski et al. (2016), olhando globalmente para os taxones em conjunto (mamiferos, aves
repteis e anfibios), a dimensdo das barreiras parece ter pouco impacto na sua eficacia. Todavia, se
a presenga de passagens reduz a eficacia média das barreiras de 85,8% para 50,7%, entdo os
autores tendiam a explicar essa diferenca como o efeito das diferencas de design das barreiras ou
designo de delineamento distinto dos estudos, quando comparados, e ndo devido a presenca das
passagens por si sé (Rytwinski et al., 2016). Por outro lado, as barreiras com passagens
subterraneas terminais, semelhantes a barreira permanente deste estudo, poderiam evitar que os
anfibios, ao chegarem ao fim das ditas barreiras caminhassem para o interior da zona mitigada
(Helldin & Petrovan, 2019), levando a uma maior eficacia da mitigacdo quando comparada com
barreiras sem passagens terminais. Também a altura das barreiras pode influenciar a eficacia
(Woltz et al., 2008) e dai a necessidade de um planeamento estrutural tendo em vista uma ou

varias espécies alvo e as carateristicas bioldgicas dessas espécies (van der Ree et al., 2015b).

Influéncia da estacdo do ano na eficacia da barreira permanente

Ao contrario da diferenca entre o setor de controlo e o setor de barreira permanente no
Outono e Inverno, a presenca da barreira na Primavera e Verdao ndo provocou diferencas
significativas na quantidade de anfibios avistados entre os dois setores; ou seja, a barreira apenas
parece ser eficaz no Outono e Inverno (Figura 3). Porém, esta influéncia das esta¢des ndo se

verificou na barreira de lona (dados suplementares na Tabela |, Figura 5).

Ao analisar a Figura 3, verificamos que a barreira foi eficaz no periodo com maior quantidade
de anfibios (Outono e Inverno), no setor de controlo e no setor de barreira permanente, que
corrobora os dados de Garriga et al. (2017), em que apesar de existirem dois picos na quantidade
de anfibios nas estradas, o pico do Outono é maior. Contudo, quando avaliarmos a eficacia das
barreiras temos de ter em consideracdo se esta levou a uma diminuicdo de anfibios na estrada
comparativamente ao setor de controlo para cada tratamento e ndo comparando o mesmo setor

para tratamentos diferentes.
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Figura 9- vegetacdo que ultrapassa o limite superior da barreira permanente no fim da Primavera.

As diferencas de eficacia podem ser explicadas por trés situacdes. A primeira é uma
alteragdo na composicdo de espécies. Para além dos dois picos sazonais de anfibios nas estradas
(Garriga et al., 2017), existem também variacdes na composicdo de espécies ao longo do ano
(Coleman et al., 2008; Ciolan et al., 2017). Espécies com maior capacidade de trepar (e com
aderéncia do ventre ao substrato), como Triturus pygmaeus (Schmidt & Zumbach, 2008; Cordeiro,
2019), ou espécies com discos adesivos, neste caso espécies do género Hyla (Smith et al., 2006),
poderdao com alguma facilidade ultrapassar a barreira (Dodd et al., 2004). Assim, uma maior
presenca ou maior atividade destas espécies na Primavera e Verdo poderdo reduzir a eficacia
estatistica das barreiras. Uma segunda causa que pode explicar a reducao da eficacia das barreiras
é a maior presenca de vegetacdo junto as barreiras, em particular na Primavera. Em contexto
mediterranico, a Primavera é a estacdo do ano com maior crescimento de vegetacao, pelo que
iremos encontrar plantas maiores no fim desta época do ano (Ramos et al., 2015) (Figura 9), e
tendo em conta o referido anteriormente, de que a presenca de vegetacdo facilita a subida da
barreira por parte dos anfibios (Hamer et al., 2015; van der Ree et al., 2015b), esta estacdo do ano
poderd contribuir para a diminuicdo da eficacia das barreiras no periodo de Primavera e Verdo.
Apesar de no final da Primavera e inicio de Verdo se realizar o corte da vegetacdo para combater
incéndios, o efeito desse corte pode estar mascarado pelo nimero reduzido de saidas realizadas
no Verdo (n=1). Por fim, a ultima explicacdo assenta na eventual alteracdo da direcdo dos
movimentos dos anfibios. Por serem unilaterais as barreiras estudadas, existe a possibilidade de
gue uma alteracdo dos padrdes de movimentos com as estacdes do ano justifique a presente
reducdo de eficacia. Pode existir uma associacdo entre o Outono/Inverno com a direcdo F, o que
significaria que uma parte dos anfibios ficariam retidos na barreira, e uma alteragdo dos
movimentos de anfibios para a direcdo oposta, por exemplo, provocada por alteracdes ambientais
(Russell et al., 2005; Hamer et al., 2015), levaria a uma maior quantidade de anfibios encontrados
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na estrada. No entanto, no caso deste estudo, a associacdo entre o tratamento (presenca da
barreira no Outono/Inverno ou Primavera/Verao) e a direcdo dos anfibios ndo é significativa, o
gue leva a crer ndo existir alteracdo dos padrdes de movimentacdes entre os dois periodos. De
referir ainda que as explicagdes acima mencionadas podem atuar em conjunto na alteracdao da
eficacia das barreiras. A semelhanca do que acontece com os diferentes designs de barreiras, ndo
existe muita literatura que avalie o impacto da estacdo do ano na eficacia das mesmas, muitos

menos de barreiras unilaterais.

Neste estudo os dados recolhidos quando a barreira estava ausente apenas foram relativos
ao periodo de Outono e Inverno. Assim, é necessaria alguma precaucao na avaliacdo da eficacia
das barreiras no periodo de Primavera e Verdo, uma vez que nao existe um verdadeiro controlo

com o qual comparar este periodo.

Setores adjacentes a barreira permanente

Apenas o modelo que englobava o setor P_2 apresentou interagao significativa entre o setor
e o tratamento (dados suplementares tabela Il), no entanto, ndo foram encontradas diferencas
entre o setor de controlo e o setor P_2 para os varios tratamentos, mas sim diferencas entre
tratamentos para o setor P_2 (Figura 4). Da mesma forma foram encontradas diferencas entre
tratamentos para o setor de controlo (Figura 4). Sugerindo assim que esta barreira ndo provoca o

aumento de anfibios nas suas extremidades.

O efeito de fim de barreira (fence-end effect) encontra-se bem descrito e por norma estd
associado a um aumento da mortalidade nas zonas adjacentes as barreiras (por exemplo: Helldin
& Petrovan, 2019). Dodd et al. (2004), ao analisar dados de mortalidade de anfibios, répteis e
mamiferos, obtiveram uma diminuicdao de mortalidade dentro da zona da barreira, e um aumento
de mortalidade nos 300 m de estradas adjacentes a esta, apds a construcdo da barreira. Os
estudos realizados apenas com anfibios apresentam resultados semelhantes, com um aumento de

mortalidade logo apds a barreira terminar (Helldin & Petrovan, 2019).

Mas estando este efeito tdo bem descrito, porque é que ndo existem diferencas
significativas entre o controlo e as zonas adjacentes a barreira neste estudo? Porque na maioria
dos estudos as barreiras instaladas ndo terminam com uma passagem subterrdnea (por exemplo:
Dodd et al., 2004; Helldin & Petrovan, 2019), e esta variacao pode estar associada a diferenca de

resultados. O aumento de mortalidade no fim das barreiras podera dever-se ou as alteragdes das
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rotas de migracdo ou a um encaminhamento dos anfibios das barreiras para a estrada (Helldin &
Petrovan, 2019), podendo esta ultima ser evitada pela instalacdo de passagens no final das
barreiras, como neste estudo. Outras medidas para diminuir este aumento de mortalidade no fim
das barreiras incluem a instalagdo de sistemas de dete¢ao de animais, terminar a barreira num
habitat desadequado para o animal e ainda a construir o fim da barreira de forma a que este ndo
direcione os animais para a estrada (van der Ree et al., 2015b). No entanto, a nosso ver, apenas 0s
sistemas de detecdo de animais poderdo ser uma solu¢do caso o aumento de mortalidade se deva
a uma alteragdo das rotas migratdrias, contudo, estes apresentam baixa eficdcia na dete¢do de
anfibios (Huijser et al.,, 2015). Adicionalmente, as alteracGes espaciotemporais das rotas
migratérias podem ser desencadeadas por alteragdes nas componentes bidticas e abidticas dos
ecossistemas (Russell et al., 2005; Hamer et al., 2015), tornando dificil de prever e controlar

aumentos de mortalidade por alteracdo das rotas usuais.

Uma outra causa que pode levar a um aumento de anfibios nos setores adjacentes a
barreira, é o crescimento natural e flutuante da popula¢do de anfibios. Husby (2016), demonstrou
gue a abundancia de aves nas proximidades das estradas estava positivamente correlacionada
com o numero de aves encontradas nas estradas. Assim, um maior niUmero de anfibios na estrada
nos setores adjacentes a barreira pode refletir um crescimento populacional, que é acompanhado
por um aumento do numero de anfibios no setor de controlo, sem que haja diferencas
significativas entre ambos, que é o que podemos visualizar na figura 4. Deste modo, assumido que
as barreiras ndo alteram a quantidade de anfibios que chegam aos setores adjacentes, as
diferengas que ocorrem entre os dois tratamentos devem-se, mais uma vez, a um maior pico de
anfibios no Outono (Garriga et al., 2017), entre Presl e Pres2, e as flutua¢cdes populacionais

naturais dos anfibios (Marsh, 2001; Green, 2005), entre Aus e Pres1.

Setores adjacentes a barreira de lona

De forma semelhante aos setores adjacentes a barreira permanente, apenas um dos
modelos foi significativo para a interacdao entre setor e tratamento, neste caso o modelo que
continha o setor L_1 (dados suplementares na Tabela Ill). E mais uma vez, também aqui ndo foram
encontradas diferencas entre o setor de controlo e o setor L_1 apds a implementacado da barreira

(Figura 6), demonstrando que a presenca da barreira ndo contribui nem para o aumento, nem
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diminuicdo da quantidade de anfibios nos setores adjacentes as barreiras quando comparado com

a situagao controlo.

Figura 10 A-esquerda no Setor L_1 é evidente a presenca de muros com mais de 2 metros dos dois lados da estrada. A direitapodemos
ver espaco entre o muro do setor L_1 e a barreira de lona. A seta a vermelho representa a localizacio da barreira tempordria.
Ao observar a Figura 6, vemos que ha uma diferenca na quantidade de anfibios amostrados
no setor de controlo e no setor L_1, quando a barreira estava ausente. A maioria do setor L_1 é
composta por muros com mais de 2 m de altura e uma pequena parte sem muro do lado da
barreira, junto a esta (Figura 10). Assim, muitos dos anfibios que entram neste setor ficam
encurralados, criando um efeito armadilha. O mesmo efeito ocorre nas zonas entre barreiras as
bilaterais. A rutura, a passagem da barreira ou entrada no fim da barreira que permite o acesso
dos animais as estradas, pode levar a que estes figuem aprisionados entre a barreira, sendo que
existem métodos que permitem que estes animais saiam destas zonas (Schmidt & Zumbach, 2008;
van der Ree et al.,, 2015b). Apesar de existirem algumas passagens para agua nos muros e de
algumas espécies terem a capacidade de os trepar (género Hyla e Triturus pygmaeus), a maioria
dos anfibios encontrados neste setor de Verdo advém de entradas em diagonal a estrada. As
entradas em diagonal nas zonas de fim das barreiras contribuem para um aumento da
mortalidade dentro dos setores das barreiras (Helldin & Petrovan, 2019), e ndo existe nenhuma
razdo pelo qual o mesmo processo ndo se possa aplicar a este caso, em que na auséncia de

barreira, o muro funciona como barreira.

A entrada de anfibios com outras dire¢cdes que nao as perpendiculares em relacdo a estrada,
faz com que individuos que entrem na estrada no setor da barreira de lona, antes da
implementacdo da mesma, se movam na diagonal até ao setor L_1. Assim, a instalacdo da barreira
de lona reduziu o numero de anfibios em L_1, existindo duas razGes aparentes para tal

acontecimento: o encurtamento do espaco de entrada e/ou a alteragdo do angulo de entrada na
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estrada. Estas duas razbes explicam a diminuicdo do nimero de anfibios no setor L_1 entre a

auséncia da barreira de lona e a presencga desta (quer em Pres1, quer em Pres2).

Semelhante ao que acontece para os setores adjacentes a barreira permanente, também
existe um numero diferente de anfibios no setor L_1 conforme a época de amostragem, apds a
implementacao da barreira. Uma vez mais, esta alteragao reflete os padrdes naturais deste grupo
com um numero maior de anfibios no Outono e Inverno (Garriga et al.,, 2017). Contudo,
contrariando o observado nos setores adjacentes a barreira permanente, ndo ocorreu diferencas
no setor de controlo entre os mesmos periodos (Presl e Pres2). A barreira permanente foi
implementada em margo de 2018 e a barreira de lona foi implementada a meados de Dezembro
do mesmo ano. Deste modo, os dados da barreira permanente de Outono de 2018 enquadram-se
no tratamento Presl, enquanto que os dados referentes a barreira de lona se enquadram no
tratamento Aus. Tendo sido o ano de 2018 o ano com maior nimero de anfibios, isto pode
explicar as diferengas encontradas no setor de controlo quando avaliados os modelos que
incorporam os setores adjacentes a barreira permanente e a falta de diferencas significativas para

os setor controlo nos modelos que incorporam os setores adjacentes a barreira de lona.

Impacto do setor na direcdo dos anfibios

No que diz respeito aos setores, existe uma clara relagdo espacial entre a dire¢do dos
anfibios e o setor em que se encontram. Os primeiros 3 setores (L_1, lona e L_2) demonstram uma
associacao positiva com a dire¢ao O, enquanto o setor de controlo apresenta uma forte associacao
positiva com a direcdo D e uma associacdo negativa forte com a direcao F (figura 7). Por outro
lado, os ultimos 3 setores (P_1, Permanente e P_2) apresentam uma associacdo negativa com a

direcdo D e uma associacdo positiva com a direcao F (figura 7).

A associacdo positiva da direcio O com os primeiros 3 setores deve-se a presenca da
barreira de lona. O facto de ndo existirem passagens subterraneas onde a barreira termina faz
com que os anfibios sejam encaminhados para a estrada, podendo manter ou desviar os angulos
de deslocacdo quer entrem nas zonas adjacentes quer invertam a sua direcdo para dentro do setor
da estrada delimitado pela barreira (Helldin & Petrovan, 2019). Em qualquer umas das situacdes,
dificilmente se obteriam angulos de deslocacdo (quase) perpendiculares a estrada que
permitissem classificar como F. Portanto, a associacdo entre estes setores e a dire¢do O ilustra os
dois pontos acima referidos: o setor de barreira pode mostrar mais anfibios registados devido a
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entrada em diagonal dos animais neste setor; ja o aumento de anfibios no setor L_1 pode dever-se
ao encaminhamento, por parte da barreira de lona. Adicionalmente, no setor L_1 a presencga de

muros dos dois lados da estrada explica a associacdo negativa com as direcdes D e F.

A associacdo positiva entre os 3 Ultimos setores e a dire¢dao F demonstra duas situagdes
diferentes. A primeira é que, apesar de eficaz, a barreira permanente continua a permitir a
passagem de anfibios do lado em que se encontra instalada. A falta de manutencdo, no que
respeita a remogdo da vegetacdo, poderd ser parte do problema. van der Ree et al. (2015b),
referem que a falta de manutencdo das barreiras pode permitir o acesso a estrada por parte de
anfibios, répteis e pequenos mamiferos. Entdo é necessaria uma manutengdo regular para que a
sua eficacia ndo seja comprometida (van der Ree et al., 2015b). No entanto, apesar de alguns
anfibios conseguirem ultrapassar a barreira, esta ndo deixa de ser eficaz, o que significa que pelo
menos uma parte significativa dos anfibios foi impedida de chegar a estrada. Em segundo lugar, a
associacdo positiva entre os 3 ultimos setores e a direcdo F, pode dever-se a caracteristicas da
paisagem. A ribeira localizada na area de estudo, acompanha a estrada do lado contrdrio as
barreiras nos primeiros 3 setores e na maioria do setor de controlo, e no restante percurso
acompanha a estrada do lado das barreiras. Esta localizacdo da linha de dgua pode explicar as
relagOes positivas encontradas entre a direcdo D e o setor de controlo e a direcdo F e os 3 ultimos
setores. A proximidade a corpos de agua influencia a quantidade de anfibios mortos nas estradas
(Glista et al., 2007; Carvalho & Mira, 2011), e tendo em conta que as espécies da area de estudo
podem apresentar reproducdo tanto em sistemas Iéticos, como Iénticos (dados suplementares de
Trochet et al., 2014), a presenca da ribeira pode explicar estes padrées de movimentacdo. Mais
ainda, alguns anfibios poderdao sofrer migra¢des acidentais devido as correntes da ribeira,
acabando por sair em zonas mais a jusante (Thompson & Russell, 2005). Este padrdo geografico
associado a ribeira ndo é evidente nos primeiros 3 setores devido a presenca de muros e valas no

lado em que se encontra a ribeira.

Influéncia da estacdo do ano na direcdo dos anfibios

Apesar da associacdo estatistica entre estacdes do ano e direcdo ser significativa, ndo ha
uma associa¢do clara entre o Outono e Primavera (periodos migratérios) com uma direcdo
especifica (Figura 8). Apenas existe uma associacdo positiva bastante forte entre o Verdo e a

direcdo O (Figura 8).
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O Verdo ndo é o periodo de migracao de anfibios por exceléncia na regidao mediterranica. A
direcdao O podera estar ligada a dire¢cdes pouco definidas, correspondendo a movimentos dentro
da drea vital para alimentacdo e termorregulacdo (Semlitsch, 2008). Por serem mais aleatérios ndo
podem ser considerados movimentos migratérios (Semlitsch, 2008). Assim, estes movimentos
veranis sao movimentos dentro das dreas vitais, e ndo movimentos migratdrios, caraterizados por
movimentos de distancias mais curtas e que podem ocorrer diariamente (Sinsch, 2014). Estes
movimentos dentro das areas vitais tém tendéncia a ser maiores quando existe maior densidade

de individuos da mesma espécie (Sinsch, 2014).

A falta de associa¢do entre as épocas de reprodugao (Primavera e Outono) e uma direcao
em especifico, poderd dever-se ao facto dos movimentos migratérios serem movimentos
bidirecionais (Semlitsch, 2008). No inicio da época de reproducgao, os anfibios irdo dirigir-se para a
massa de dgua onde se reproduzem, e no fim da mesma, irdo deslocar-se na direcdo oposta
(Semlitsch, 2008). Quando estas rotas sao atravessadas por estradas, teremos individuos no inicio
da época de reproducgao a dirigirem-se num sentido e no final da época de reproducdo a dirigirem-
se no sentido oposto, fazendo com que ao analisar a influéncia das estacdes ndo exista nenhuma

associagdao com uma época reprodutiva em particular.

Barreiras uni- VS bilaterais

Da sua meta-analise, Rytwinski et al. (2016) concluem que as medidas mitigadoras que
avaliaram tém uma eficacia de 40% e que as barreiras, com ou sem passagens associadas, tinham
uma eficacia de 54%; contudo nao referem se as barreiras avaliadas eram uni ou bilaterais. Neste
nosso estudo, a barreira uniliteral de lona esteve associada a um aumento do nimero de anfibios
na estrada no Outono e Inverno (39,87%) e a uma reducdo 36,05% no numero de anfibios na
Primavera e Verdo, ambas as situacdes face ao setor controlo. Por outro lado, a presenca da
barreira permanente unilateral levou a uma diminuicdo dos anfibios que acederam a estrada quer

no Outono e Inverno, quer na Primavera e Verdo (89,84% e 72,83%, respetivamente).

Na maior parte dos estudos realizados, ndo sdo utilizadas barreiras unilaterais e em alguns
casos nem a descricdo das barreiras utilizadas é muito explicita. Jochimsen et al. (2004), sintetizam
a eficacia da utilizacdo de barreiras para a herpetofauna em varios estudos, contudo, apenas dois

desses estudos quantificam o impacto da barreira, e desses dois apenas um descreve de modo
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geral a barreira. Dos dois estudos acima mencionados ocorreu uma reducdo de 89% na

mortalidade de tartarugas do deserto e 90% na mortalidade anfibios.

Nos estudos em que as barreiras se encontram bem descritas estas sdo por norma bilaterais,
tendo um carater permanente ou temporario. A utilizagdo de barreiras permanentes bilaterais na
Flérida, resultou numa redugdo de 65% em toda a herpetofauna e de 93,5% quando retirados os
dados relativos as relas (Dodd et al., 2004), mostrando mais uma vez a capacidade de trepar
associada a este grupo. J4 noutro estudo realizado na Suécia, também com barreiras bilaterais
permanentes, verificou-se uma reducdo entre 85% a 100%, consoante a estrada onde a barreira
foi implementada (Helldin & Petrovan, 2019). As barreiras bilaterais tempordrias (ou de lona)
demonstraram uma eficdcia mais reduzida para anfibios, cerca de 40% no caso de Cunnington et

al. (2014).

A utilizacdo de barreiras unilaterais, também denominadas barreiras parciais (“partial-
fencing”) (Markle et al., 2017), ndo sé permitem um aumento das popula¢des afetadas pela
estrada, como aumentam a diversidade genética (Ascensdo et al., 2013). Ademais neste estudo.
Foram encontradas diferencas significativas apds a instalacdo da barreira, entre o setor de barreira
perante e o setor de controlo. Devido a constrangimentos fisioldgicos (facilidade de dessecar), os
anfibios ndao conseguem deslocar-se a distancias tdo grandes como, por exemplo, os répteis
(Russell et al., 2005). Assim, enquanto os répteis sdo capazes de percorrer barreiras com
dimensdes superiores a 200 m e entrar na estrada no fim da barreira, a maioria dos anfibios nao
tém essa capacidade (Kovar et al., 2009). Por ultimo, o comprimento da barreira permanente (800
m) e a presenca de passagens subterraneas no fim desta poderao ser os fatores que contribuem
para a melhor eficacia da barreira permanente unilateral neste estudo, comparativamente ao

estudo de Markle et al. (2017).

Entretanto para realizar uma comparacgao precisa entre dois ou mais estudo seria necessario
gue sejam realizados com métodos semelhantes, utilizando espécies semelhantes e em areas
geograficamente préximas, idealmente na mesma estrada, que ndo é o caso para nenhum dos
estudos acima referidos. Mas Cordeiro (2019) realizou a sua dissertacdo de mestrado na estrada
EM529, que fica a cerca 30 minutos da estrada deste estudo e também avaliou a eficacia de
barreira mitigadoras, sendo no seu caso bilaterais. Cordeiro (2019) contabilizou apenas 4
individuos na zona entre as barreiras e 290 individuos nas barreiras, assim apenas 1,36% dos
individuos observados chegaram a estrada, perfazendo uma eficacia de 98,64%. Este resultado é

cerca de 10% superior ao resultado da barreira permanente deste estudo, sendo que isto se pode
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dever aos individuos provenientes do lado que ndo tem a barreira ou ainda a diferencas
metodolégicas, como a nao contabilizacdo dos individuos que foram impedidos de chegar a

estrada pela barreira.

Aspetos a melhorar

Se existem vdarios métodos que permitem avaliar a eficacia das medidas mitigadoras,
dependendo do propdsito para que estas foram construidas (van der Grift et al., 2015), entdo
todos eles apresentam pontos positivos e negativos (Smith & van der Ree, 2015). O método dos
transetos é frequentemente escolhido em ecologia das estradas, seja realizado a pé ou de carro
(Smith & van der Ree, 2015). Ora elegeu-se o transeto de carro (= cruzeiro rodoviario), de modo a
manter uma uniformidade metodolégica entre os dados recolhidos neste estudo e aqueles
provenientes do LIFE LINESs. O principal problema relacionado com o cruzeiro rodoviario de carro
é uma menor detetabilidade inversamente proporcional a maior velocidade do carro (Smith & van
der Ree, 2015). Por isso, para aumentar a detetabilidade reduzimos a velocidade do veiculo aos 10
km/h, bastante mais baixa quando comparada a outros estudos (Mazerolle, 2004; Mazerolle et al.,
2005; Carvalho & Mira, 2011; Glista et al., 2007; Sillero, 2008; Martinez-Freiria & Brito, 2012;
Matos et al., 2012; Garriga et al., 2017; Canal et al., 2018).

Qualquer que seja o método utilizado irdo sempre existir enviesamentos relativamente a
guantidade total de anfibios observados, especialmente dos anfibios mortos (Guinard et al., 2015).
Existem trés pontos a ter em consideracao para calcular o enviesamento dos dados de anfibios
mortos: a probabilidade de detetar a carcaca, a probabilidade de surgir uma nova carcaca entre
duas contagens sucessivas e a probabilidade de persisténcia da carcaga (Guinard et al., 2015).
Assim sendo, os anfibios devido a sua reduzida dimensdo apresentam uma reduzida
detetabilidade e um tempo de persisténcia da carcaca reduzido (Santos et al., 2011, 2016). Para
minimizar o nimero de anfibios subestimado deverdo seguir-se as recomendacdes de Guinard et
al. (2015): realizacdo de sessdes de amostragem de dois dias em que se realizem pelo menos
guatro contagens e no caso da amostragem ser realizada de carro, deverdo ser realizados

transetos a pé para corrigir a detetabilidade.

Durante a andlise estatistica criou-se um modelo GLM para verificar se a interacao entre o
setor e tratamento era significativa. Todavia esta andlise ndo tem em consideracdo os fatores
aleatdrios que podem estar na base das diferencas obtidas. Estes fatores podem ser, por exemplo,
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a utilizacdo de diferentes observadores e diferentes velocidades entre os nossos dados e os dados
recolhidos pelo LIFE LINES. Mais ainda, os dados para cada setor s3ao resultado de amostras
repetidas. Para ter em conta a influéncia dos diversos observadores e diferentes velocidades e as
amostras repetidas devera utilizar-se um modelo GLMM (“generalized linear mixed model”

(Markle et al., 2017).

As medidas mitigadoras dos impactos das estradas para serem eficazes deverdo nao sé
reduzir a mortalidade das mesmas, como reduzir o efeito barreira a elas associadas (Forman et al.,
2003). Dos critérios definidos em Forman et al. (2003), apenas a reducdo do numero de anfibios
gue acedem a estrada foi avaliado neste estudo. Os restantes critérios que estao relacionados com
a diminuicdo do efeito de barreira, devem ser avaliados através da monitorizacdo das passagens,
bem como através de outros métodos, que em conjunto permitam avaliar a conectividade, fluxo
genético, dispersdo e recolonizacdo, requerimentos bioldgicos e processo ecolégicos e
metapopulacionais (Forman et al.,, 2003). Assim, a avaliacdo de qualquer tipo de medida
mitigadora devera ter uma abordagem holistica e avaliar os critérios acima referidos, para que seja

possivel comparar diferentes medidas mitigadoras utilizando os mesmos critérios.

Por falta de dados relativos ao periodo de Primavera e Verdo, antes da instalacdo das
barreiras, os dados deste periodo foram comparados ao periodo em que a barreira esteve ausente
no Inverno e Outono. Deste modo, ndo temos um controlo verdadeiro com o qual comparar os
dados de Primavera e Ver3o. E entdo necessario recolher dados de todos os periodos antes da

instalacdo das barreiras, para obter dados mais fidedignos.

Conclusao

De um modo geral, podemos concluir que a barreira unilateral de cimento é eficaz em
reduzir a quantidade de anfibios que chegam a estrada, apesar de apresentar eficacia inferior em
relacdo as barreiras bilaterais. Por outro lado, a barreira unilateral de lona ndo foi eficaz, sendo
gue ndo é possivel individualizar as caracteristicas que contribuiram para esta falta de eficacia.
Assim, a implementacdo de barreiras unilaterais, em particular barreiras de cimento, podera ser
utilizada como medida mitigadora quando existem constrangimentos financeiros, logisticos e/ou

espaciais que ndo permitam a construcdo de barreiras bilaterais. No entanto, independentemente
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da barreira construida, a manutencdo da mesma devera ser feita de forma regular, para que ndo

exista uma reducao da sua eficacia, principalmente no que diz respeito a vegetagao.

Contrariamente ao evidenciado noutros estudos, ndo foi encontrada nenhuma evidéncia de
qgue as barreiras provocassem um aumento do nimero de anfibios nos setores adjacentes as
mesmas, mais ainda, nalguns setores a presen¢a da barreira levou a uma diminui¢do da
guantidade de anfibios nos setores adjacentes. Isto poderd dever-se, em parte, a falta da barreira
de um dos lados da estrada, o que permite a manutengao de algumas rotas migratdrias e reduz o
nimero de anfibios encaminhados para a estrada pelas barreiras. Adicionalmente, a reducdo do
espaco de entrada para estrada e a presenca de passagens subterraneas na extremidade das
barreiras poderao ser fatores que contribuem para ndo existir um aumento de anfibios na estrada

nestes setores.

Da analise dos padrées de diregdo é possivel retirar duas conclusdes principais. A primeira é
gue na realidade existem anfibios que conseguem ultrapassar as barreiras, que mais uma vez pode
estar associado a falta de manutencdo das barreiras no que respeita a vegetacdo. O segundo
aspeto é que os padrées de movimentos dos anfibios variam espacialmente, assim sendo, antes da
implementacao de barreiras unilaterais deverad realizar-se uma analise da dire¢cdo dos anfibios para

maximizar a eficacia das mesmas.
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Dados suplementares

Tabela |- resultado da analise do GLM. Controlo refere-se ao setor sem influencia de nenhuma barreira;
Permanente- Setor com a abarreira permanente; Lona- Setor com a barreira de lona; Aus- periodo onde
a barreira estava ausente; Pres1- presenca da barreira no Outono e Inverno; Pres2- presenca da barreira
na Primavera e Verdo. O * indica os p-values significativos.

Comparagdo Variavel Estimativa z P-Value
Permanente versus Setor 0,03118*
Controlo Controlo 0

Permanente 1,8101 4,196 2,72E-05*
Tratamento 8,63E-09*
Aus 0
Presi 2,8894 7,262 3,80E-13*
Pres2 1,1578 2,604 0,00923*
Setor-Tratamento 1,61E-06*
Controlo-Aus 0
Permanente-Aus 0
Controlo-Pres1 0
Permanente-Presl -2,7103 -5,186 2,14E-07*
Controlo-Pres2 0
Permanente-Pres2 -1,757 -2,978 0,0029*
Lona versus Controlo Setor 0,00322*
Controlo 0
Lona -0,8971 -2,097 0,03603*
Tratamento 2,542E-05*
Aus 0
Presi -0,4618 -1,096 0,27293
Pres2 -1,4701 -3,146 0,00166*
Setor-Tratamento 0.45863
Controlo-Aus 0
Lona-Aus 0
Controlo-Presl 0
Lona-Presl 0,3978 0,66 0,50897
Controlo-Pres2 0
Lona-Pres2 -0,4712 -0,67 0,50288
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Tabela Il- resultado da analise do GLM. Controlo refere-se ao setor sem influencia de nenhuma barreira;
P_1 e P_2- setores adjacentes a barreira permanente; Aus- periodo onde a barreira estava ausente;
Pres1- presenca da barreira no Qutono e Inverno; Pres2- presenca da barreira na Primavera e Verdo. O *

indica os p-values significativos.

Comparagdo Variavel Estimativa Z P-Value
P_1 versus Controlo Setor 0,0008024*
Controlo 0
P 1 0,2007 0,408 6,83E-01*
Tratamento <2,2E-16*
Aus 0
Presl 2,8894 6,915 4,67E-12%*
Pres2 1,1578 2,481 0,0131*
Setor-Tratamento 8,72E-02
Controlo-Aus 0
P_1-Aus 0
Controlo-Presl 0
P_1-Presl -0,9311 -1,594 1,11E-01
Controlo-Pres2 0
P_1-Pres2 -1,5 -2,179 0,0294*
P_2 versus Controlo Setor 0,10784
Controlo 0
P2 0,8708 1,758 0,07875
Tratamento 7,944E-16
Aus 0
Presl 2,8894 6,532 6,49E-11%*
Pres2 1,1578 2,345 0,1903
Setor-Tratamento 0,02424*
Controlo-Aus 0
P_2-Aus 0
Controlo-Presl 0
P_2-Presl -1,2793 -2,132 0,033*
Controlo-Pres2 0
P_2-Pres2 -1,8336 -2,634 0,00844*
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Tabela Ill- resultado da analise do GLM. Controlo refere-se ao setor sem influencia de nenhuma
barreira; L 1 e L_2- setores adjacentes a barreira de lona; Aus- periodo onde a barreira estava ausente;
Presl- presencga da barreira no Outono e Inverno; Pres2- presenga da barreira na Primavera e Verdo. O *

indica os p-values significativos.

Estimativ

Comparagao Variavel a Z P-Value
L_1 versus Controlo Setor 1,59E-08*
Controlo 0
L1 0,2007 0,408 1,56E-05*
Tratamento 2,60E-08*
Aus 0
Presl 2,8894 6,915 3,27E-01
Pres2 1,1578 2,481 0,00467*
Setor-Tratamento 2,14E-02*
Controlo-Aus 0
L_1-Aus 0
Controlo-Presl 0
L_1-Presl -0,9311  -1,594 1,59E-01
Controlo-Pres2 0
L_1-Pres2 -1,5 -2,179 0,00484*
L_2 versus Controlo Setor 0,01938*
Controlo 0
L2 0,8708 1,758 0,07875
Tratamento 3,67E-06*
Aus 0
Presl 2,8894 6,532 2,75E-01
Pres2 1,1578 2,345 0,24292
Setor-Tratamento 0,77057
Controlo-Aus 0
L_2-Aus 0
Controlo-Pres1 0
L_2-Presl -1,2793 -2,132 0,603715
Controlo-Pres2 0
L_2-Pres2 -1,8336  -2,634 0,497655
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