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RESUMO

CECCON, E. S. Fatores abioticos relacionados a incidéncia e prevaléncia do fungo
quitridio na ra-das-corredeiras Limnomedusa macroglossa. 2019. 35f. Dissertacao
(Programa de Po6s-Graduacdo em Engenharia Ambiental) — Universidade Tecnologica
Federal do Parana. Francisco Beltréo, 2019.

A quitridiomicose, doenca infecciosa emergente causada pelo fungo patogénico
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), ja foi associada ao declinio de populacdes e extincdo
de espécies de anfibios globalmente e é amplamente detectado na Mata Atlantica.
Limnomedusa macroglossa € um anuro categorizado como “criticamente em perigo” no
estado do Parana. O presente estudo avaliou potenciais associacdes entre incidéncia e
prevaléncia do fungo quitridio e temperatura e umidade relativa do ar, e temperatura e pH da
agua, em uma populacao de L. macroglossa no estado do Parana. O trabalho de campo foi
realizado préximo a rodovia PR-484, a jusante da ponte sobre o Rio Guarani, municipio de
Trés Barras do Parana, entre outubro/2017 a setembro/2018. A deteccéo e quantificacdo do
Bd foi realizada através de gPCR, a partir de amostras de secrecao cutanea obtida de anuros.
Foram amostrados 99 individuos, dos quais 34% foram recapturados ao menos uma vez.
Confirmamos presenca de Bd na populacdo amostrada, com prevaléncia de 17,4%.
Detectamos uma associacao negativa entre temperatura do ar e prevaléncia e carga do Bd,
além de uma associacao positiva entre prevaléncia e carga. A populacédo de L. macroglossa
analisada est4 mais suscetivel a infeccdo e maior prevaléncia por Bd durante o inverno.
Sugerimos como possivel estudo futuro a identificacdo da linhagem genética de Bd existente
no local, a fim de determinar medidas efetivas para a conservagao de L. macroglossa.

Palavras-chave: Batrachochytrium dendrobatidis. Fungos patogénicos. Anfibios. Mata
Atlantica.



ABSTRACT

CECCON, E. S. Abiotic factors related to the incidence and prevalence of chytrid fungus
in the rapids frog Limnomedusa macroglossa. 2019. 35f. Dissertacao (Programa de Pés-
Graduacdo em Engenharia Ambiental) — Universidade Tecnolégica Federal do Parana.
Francisco Beltréo, 2019.

Chytridiomycosis, an emerging infectious disease caused by the pathogenic fungus
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), has been associated with population decline and
extinction of amphibian species globally and is widely detected in the Atlantic Forest.
Limnomedusa macroglossa is an anuran categorized as “critically endangered” in the state of
Parand. The present study evaluated potential associations between incidence and
prevalence of the fungus chitride and temperature and relative humidity, and water
temperature and pH, in a population of L. macroglossa in the state of Parana. The fieldwork
was carried out near the PR-484 highway, downstream of the Guarani River bridge,
municipality of Trés Barras do Parana, from October / 2017 to September / 2018. The
detection and quantification of Bd was performed by gPCR, from anuran skin secretion
samples. 99 individuals were sampled, of which 34% were recaptured at least once. We
confirmed the presence of Bd in the sampled population, with a prevalence of 17.4%. We
detected a negativa association between temperature and prevalence and Bd load, and a
positiva association between prevalence and load. The L. macroglossa population analyzed
iIs more susceptible to infection and higher prevalence of Bd during winter. We suggest as a
possible future study the identification of the existing Bd genetic line in order to determine
effective conservation measures for L. macroglossa

KEYWORDS: Batrachochytrium dendrobatidis. Pathogenic fungus. Amphibians. Atlantic

forest.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € lider mundial na diversidade de anfibios, com mais de mil espécies ja
descritas, e descobertas de novas espécies a cada ano ainda sdo comuns (SEGALLA et al.,
2016; CARDOZO et al., 2018; WALKER et al., 2018; CARVALHO et al., 2019). Os anfibios
sao considerados o grupo mais ameacado entre os vertebrados, com 40% das espécies sob
ameaca ou ja extintas (IUCN, 2019). Ambos os fatores corroboram para a importancia das
pesquisas que visam conhecer cada vez mais a biologia e ecologia deste grupo, com o intuito
de viabilizar sua conservagéo.

E possivel citar como importantes ameacas a biodiversidade de anfibios: a perda de
habitat, que além de reduzir ambientes viaveis para a sobrevivéncia dos mesmos, provoca a
diminuicdo do fluxo génico das populacdes ao restringir sua capacidade de dispersao
geografica (CUSHMAN, 2006), radiacéo UV, poluicdo da agua, solo e atmosfera e alteraces
climaticas (VERDADE, et al., 2010), e ainda, doencas infecciosas emergentes (LONGCORE,
1999; RACHOWICZ et al. 2006; SKERRATT et al. 2007).

Os anfibios sé@o susceptiveis a diversas doencas infecciosas, causadas por agentes
patogénicos tais como ranavirus e fungos quitridios (LESBARRERES et al., 2011; SCHEELE
etal., 2019). Sdo conhecidas atualmente duas espécies de fungo quitridio que tém contribuido
vastamente no declinio e/ou extingdo de anfibios ao redor do mundo: o Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) e o Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal) (SCHEELE et al., 2019).
Enquanto o Bd ja é conhecido desde 1998, e com ampla distribuicdo pelo globo (BERGER et
al., 1998; LONGCORE et al., 1999; SCHEELE et al., 2019), o Bsal foi identificado somente
recentemente em 2013 (MARTEL et al., 2013).

O Bd tem sido relacionado como uma das principais causas para o declinio e extin¢ao
de populacdes de anfibios (CARVALHO, et al., 2017; JENKINSON, et al, 2016; SCHLOEGEL,
et al., 2012), e ha uma forte tendéncia para que esse declinio global seja acentuado no século
XXI (HOF, et al. 2011). Através da quitridiomicose ocorre uma infeccéo do tecido epitelial dos
anfibios, que perturba seu funcionamento normal e ocasiona um desequilibrio osmético,
provocando a perda de eletrolitos e pode levar a morte (VOYLES, et al., 2007). Ja houve
deteccdo de Bd em mais de 600 espécies de anfibios (OLSON E RONNENBERG, 2014), e
sabe-se que ela ja contribuiu com o declinio de ao menos 501 espécies de anfibios
(SCHEELE et al., 2019).

O quitridio Bd é um fungo aquatico, que possui dois estagios de desenvolvimento: um

como zoosporangio reprodutivo séssil e um como zodsporo movel, uniflagelado, liberado do
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zoosporangio (LONGCORE, et al., 1999). Os zo6sporos locomovem-se pela agua, a partir de
um centriolo paralelo ligado a membrana plasmatica. Possui crescimento exponencial, sendo
gue um grupo de zoosporangios pode ser gerado a partir de um Unico zodsporo; infecta
tecidos queratinizantes, mas seu desenvolvimento ndo cessa na auséncia de um hospedeiro,
podendo sobreviver por algum tempo no ambiente (JOHNSON e SPEARE, 2003;
LONGCORE, et al., 1999).

Em laboratorio, o fungo demonstra temperatura 6tima para seu desenvolvimento entre
17 e 23°C (JOHNSON e SPEARE, 2003; LONGCORE, et al., 1999); variacdes nos indices de
precipitacdo podem influenciar nas taxas de infeccdo do Bd, pois, embora seja um fungo
aquatico, o aumento do fluxo da agua nas estacdes chuvosas pode dificultar a fixagcdo do
zobsporo no hospedeiro (VALENCIA-AGUILAR, et al.,, 2016); e o pH ideal para o seu
crescimento esta entre 6-7, embora possa apresentar atividade em intervalos mais amplos
(4-8) (VALENCIA-AGUILAR, et al., 2016; PIOTROWSKI, ANNIS e LONGCORE, 2004),

A perda e fragmentacao de habitat em &reas de vegetacao nativa provoca um aumento
de infeccdes por Bd, pois alteragdes tanto nos macroclimas quanto em microclimas, podem
aumentar a carga do patdogeno e modificar os atributos de comunidades, tornando-as mais
suscetiveis a infeccao pelo fungo (BECKER, et al., 2016).

Ainda, alteracdes das condicbes ambientais como temperatura e precipitagdo, podem
desencadear como resposta do fungo o aumento do fator de crescimento frente a condicdes
hostis (JAMES, et al., 2015). Variaveis ambientais como pH da &gua, precipitacao,
temperatura da agua e temperatura do ar, podem ser preditores significativos da prevaléncia
do fungo em determinadas espécies de anuros (VALLENCIA-AGUILAR, et al. 2016).
Portanto, uma avaliacdo da extenséo do potencial de infeccdo do Bd depende em parte das
caracteristicas de seu nicho (RON, 2005).

Recentemente foi evidenciado que o fungo quitridio desempenhou um importante
papel nos declinios histéricos de populacdes de anfibios no Brasil, ocorridos nas décadas de
1970 e 1980 na Mata Atlantica (CARVALHO, et al., 2017). Sabe-se que o Bd é amplamente
distribuido ao longo do bioma da Mata Atlantica (JENKINSON, et al.,, 2016; VALENCIA-
AGUILAR et al. 2015; LISBOA, et al., 2013).

Pesquisas evidenciaram ainda a existéncia de novos genotipos do fungo no bioma.
Uma linhagem enzodtica Bd-Brasil, e uma hibrida entre Bd-GPL (Linhagem Panzodtica
Global) e Bd-Brasil (JENKINSON, et al., 2016; BATAILLE et al. 2013; SCHLOEGEL et al.
2012; FARRER et al. 2011), demonstrando que o Bd € mais complexo do que se imaginava

por reproduzir-se também de forma sexuada.
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Contudo, além dos fatores ambientais, caracteristicas especificas da espécie, como
hébitos de vida e modo reprodutivo podem ajudar a compreender as taxas de incidéncia e
prevaléncia do fungo (PIOTROWSKI, ANNIS e LONGCORE, 2004). Nesse sentido, conhecer
a interacao existente entre o patdgeno, fatores ambientais e hospedeiro, € uma importante
ferramenta para prever e evitar o aumento de declinios de anfibios causados pela
quitridiomicose.

Como ja abordado acima, muitas populacfes de anfibios podem estar ameacadas pelo
quitridio, principalmente populacfes de espécies que ja estejam ameacadas por outros
fatores, como atividades agropecuarias, e expansao urbana (ICMBIO, 2016). Nesse contexto,
objetivamos analisar a infec¢do por Bd na ra-das-corredeiras, Limnomedusa macroglossa,
uma rd ameacada de extin¢éo no estado do Parana (MIKICH e BERNILS, 2004).

Desta forma, a presente dissertacao tem como objetivo analisar a relacao da incidéncia
e prevaléncia do fungo quitridio na ra-das-corredeiras Limnomedusa macroglossa, com
fatores abibticos, tais como: temperatura do ar, pH da agua e umidade relativa do ar. Tendo
em vista a complexidade e viruléncia do fungo Bd e sua ampla distribuicdo no Bioma Mata
Atlantica, que abriga expressiva diversidade de anfibios, os esforcos em identificar as
espécies que estdo infectadas e como reagem ao fungo sdo fundamentais a fim de
estabelecer acdes de conservacédo e evitar 0 aumento na perda da biodiversidade.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a incidéncia e prevaléncia do fungo quitridio Batrachochytrium dendrobatidis na

ra-das-corredeiras Limnomedusa macroglossa em relagéo a fatores abidticos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar se ha relagdo entre a incidéncia e prevaléncia do fungo quitridio em L.
macroglossa e umidade relativa do ar, temperatura do ar e pH da agua.
Avaliar se a incidéncia e prevaléncia do fungo quitridio em L. macroglossa esta associada

a sazonalidade.
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Testar se a incidéncia e a prevaléncia do fungo quitridio em L. macroglossa esta

exercendo influéncia sobre o tamanho e peso dos individuos.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AREA E PERIODO DE ESTUDO

A pesquisa foi realizada em um transecto longitudinal de 140 m no Rio Guarani (25°
24’ 13.89” S, 53° 06’ 54.03” O), tributario da margem direita do baixo rio lguagu, proximo a
rodovia PR-484, a jusante da ponte sobre o Rio Guarani (Figura 1). A area de estudo localiza-
se no leito do rio principal em seu terco inferior, poucos quildbmetros antes do leito do rio
Guarani sofrer influéncia do represamento do rio Iguacu, junto a sua foz. O local de estudos

fica em uma &rea particular na zona rural do municipio de Trés Barras do Parana, estado do

Parana.
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Figura 1 - Mapa destacando o municipio de Trés Barras do Parana e area de estudo.
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O local de estudo fica a cerca de trés quildometros dos limites do Parque Estadual do
Rio Guarani, situado em sua zona de amortecimento. Trata-se de uma Unidade de
Conservacao com superficie total de 2.235 ha de floresta estacional semidecidual e transicéao
para Floresta Ombrofila Mista com Araucaria angustifolia (IAP, 2002).

O municipio de Trés Barras do Parana possui uma area total de 504,171 Km? (IBGE,
2016) e sua vegetacdo pertence ao bioma Mata Atlantica (S.0.S. MATA ATLANTICA, 2016).
O clima da regiéo é classificado como Cfa (mesotérmico subtropical tmido) de acordo com a
classificacdo de Kdppen, com precipitacdo média anual de 1.900 a 2.200 mm, temperatura
média anual de 18° a 20°C e altitude entre 400 a 600 m (ALVARES et al., 2013).

Os individuos da espécie L. macroglossa sdo encontrados em substratos rochosos em
area aberta de leitos do rio, onde ficam com o corpo submerso ou completamente fora da
agua, tais caracteristicas justificam seu nome popular: “ra-das-corredeiras”. A area de
estudos possui condi¢cdes abidticas favoraveis para reproducdo de L. macroglossa, com
corredeiras, ou seja, trechos do rio em que h& maior gradiente topogréfico, portanto, maior

energia da agua e exposicao do leito rochoso de basaltos (Figura 2).

Figura 2- Afloramentos rochosos no Rio Guarani.
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3.2 COLETA DE DADOS

A coleta dos dados teve inicio em outubro de 2017 e término em setembro de 2018.
As saidas a campo ocorreram das 20 as 24 horas, tendo em vista o hébito
predominantemente noturno e periodo reprodutivo da espécie (KAEFER, BOTH e CECHIN,
2009), totalizando um esforco amostral de 84 horas/pessoa.

Os animais foram localizados e capturados segundo o método do animal focal
(ALTMANN, 1974), por meio de busca ativa, com auxilio de lanternas de luz branca. Apds
localizados, foram coletados em campo o0s seguintes dados de cada individuo: CRC
(comprimento rostro cloacal), com uso de paquimetro digital; peso; material micotico,
utilizando o método de swabing, em que um swab (haste flexivel com algoddo em uma das
extremidades) passado cinco vezes nas regides inguinal direita e esquerda, interdigitais dos
membros inferiores e superiores, direitos e esquerdos (HYATT et al. 2007; LAMBERTINI et
al. 2013); temperatura do ar e da agua e umidade relativa do ar, com termohigrémetro digital;
pH da agua, utilizando um pHmetro portatil.

Foram utilizadas luvas descartaveis para o manuseio de cada exemplar, a fim de evitar
resultados falso-positivos para Bd por contaminacdo cruzada. Os swabs foram
acondicionados em microtubos eppendorf, mantidos congelados a - 20°C.

Cada animal capturado foi identificado com microetiquetas alfanuméricas implantadas
na regido subcutanea do membro inferior esquerdo, a fim de verificar modificagbes nos
padrdes de incidéncia e prevaléncia do fungo nos exemplares recapturados ao longo do
periodo de pesquisa (Figura 3).

Foi realizada uma avaliac&o nos individuos em busca de sinais clinicos de quiridiomicose,
como: descamacao epidérmica anormal, perda celular irregular do tecido epitelial, erosbes e
segmentos de espessamento acentuado do estrato corneo (hiperqueratose paraqueratotica),
hiperplasia moderada do estrato intermediario (acantose) (BERGER, et al. 1998). Os animais

foram liberados ap0s essa inspecao e coleta de material micotico, no mesmo local da captura.
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Figura 03- Implante de etiqueta alfanumérica em membro inferior esquerdo de L. macroglossa, observado sem
luz ultravioleta (A) e com luz ultravioleta (B) para identificagdo da numeracgao “A60” do individuo.

Os procedimentos para extracdo do DNA de Bd presente nos swabs, foram realizados
no Laboratorio de Biologia da Universidade Comunitaria da Regido de Chapeco -
UNOCHAPECO, e Laboratério de Microbiologia na Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana, Campus Francisco Beltrdo — UTFPR-FB, conforme protocolo desenvolvido por Boyle
et al. (2004) e alteracdes feitas por Lambertini et al. (2013).

Para cada microtubo contendo o swab, foi adicionado 50 ul do reagente PrepManTM
ULTRA. Em seguida, os microtubos foram agitados em vortex por 45 segundos e
centrifugados por 30 segundos a 12.000 RPM; agitados em vortex novamente por 45
segundos e centrifugados por 30 segundos a 12.000 RPM; aquecidos em banho com 4gua a
100°C por dez minutos; resfriados em temperatura ambiente por dois minutos; centrifugados
novamente por um minuto a 12.000 RPM. Foi realizada a inversdo dos swabs dentro dos
microtubos utilizando pinc¢as flambadas a cada inversdo e centrifugados por cinco minutos a
12.000 RPM. Posteriormente, os swabs foram descartados e os microtubos centrifugados por
alguns segundos e 45 pL da solugao foram transferidos para novos microtubos.

O material genético permaneceu armazenado em freezer a temperatura de - 22°C e foi
enviado ao Laboratério de Antigenos Bacterianos, Departamento de Genética, Evolucéo e
Bioagentes do Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP, para a
realizacdo de amplificacdo do DNA e contagem de zoOsporos.

A amplificagdo do DNA foi realizada através de PCR (Polymerase Chain Reaction),
utilizando primers especificos do Bd: Bd1a (5-CAGTGTGCCATATGTCACG-3’), e Bd2a (5’-
CATGGTTCATATCTGTCCAG-3’). Foi preparado um mix de reacdo contendo 1 uM de cada
primer, MgClI2 (0.9 mM), 1XTaq Buffer, 0.2 mM de cada dNTP e 0.8 U de TagPolymerase. A
amplificacéo teve as seguintes condi¢des: desnaturacao inicial a 93°C por 10 minutos, 30
ciclos de 45 segundos a 93°C, 45 segundos a 60°C, 1 minuto a 72°C, e extenséo final a 72°C

por 10 minutos. Posteriormente, cada amplificado foi analisado em gel de agarose 0,7%, com
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um DNA ladder como um padrao de tamanho de DNA. O gel foi corado com brometo de etidio
e visualizado em transluminador de luz ultravioleta, sendo considerado positivo o resultado
para presenca de Bd quando as bandas de amplificacdo apresentarem cerca de 300 pb
(ANNIS et al. 2004; LAMBERTINI, et al., 2013).

Para a contagem dos zodsporos foi preparada uma soluc¢ao v/v.com volume final de
100 pL, contendo a suspensao de zoosporos e iodo a 2%. Apds aguardar 10 minutos para a
morte e coloracdo dos zodsporos, ambos os lados de um hemocitbmetro (camara de
Neubauer) foram preenchidos com 10 pyL da suspensao para realizar a contagem, na qual
foram contados zo6sporos presentes em 10 quadrados do quadrante central de cada lado da
camera. A média dos 10 quadrados de cada lado foi multiplicada por 25 e o resultado, por
sua vez, foi multiplicado por 10 e por 2 devido a diluicdo com iodo, obtendo-se assim, a média
de zodsporos presentes em 1 pL. O nimero de zodsporos da suspenséao foi 2 x 106 para
iniciar a diluicdo seriada, e a contagem foi repetida no minimo 10 vezes (LAMBERTINI, et al.,
2013).

A fim de realizarmos as analises estatisticas de correlacdo, estabelecemos intervalos
de classes para os valores coletados referente a temperatura do ar, umidade relativa do ar,

pH da agua, CRC e peso (Tabela 1).

Tabela 1 — Intervalos de Classes

Fatores Classes Valores
Prevaléncia 0 Negativo
1 Positivo
Temperatura -1 <17
0 17,1-24
1 > 24
pH -1 <7
0 7,1-8,5
1 > 8,5
Umidade -1 <76
0 77 - 87
1 > 87
Sazonalidade 0 Verao
1 Inverno
Peso -1 <9
0 9,1a18
1 >18
CRC -1 16 —35
0 35-54

1 >54
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Ao final do periodo de amostragem, foram coletados dois individuos adultos como
testemunhos, tombados na Colecdo Herpetolégica do Laboratério de Biologia da
Universidade Tecnoldgica Federal — UTFPR, Campus Francisco Beltrdo (Licenca SISBIO n°
60566-1).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

A prevaléncia de infeccdo foi estimada com base na proporcao de individuos com
resultado positivo para Bd em relacdo ao total de individuos amostrados, durante todo o
periodo de coleta. A incidéncia (intensidade da infec¢céo) foi medida a partir do numero de
equivalentes genémicos (GE), por swab.

A correlagdo entre prevaléncia e incidéncia, e os fatores abioticos: pH da agua,
umidade, e temperatura do ar, além do peso e CRC, foi analisada através de Coeficiente de
Correlacdo Tetracérico. Para a analise de variancia entre os tratamentos foi utilizado o teste
de Kruskal-Wallis. Todas as analises foram realizadas com o auxilio do Software R (versao
3.4.0).

Foram estabelecidos intervalos de classes (-1, 0 e 1) entre os dados coletados para
prevaléncia do fungo, pH da agua, temperatura do ar, umidade relativa do ar, peso e CRC, a

partir de média aritmética para a verificacdo de coeficiente de correlacao.

4 RESULTADOS

Foram coletadas 177 amostras de material micético de individuos de L. macroglossa,
além de dados como: peso, CRC, pH da agua, umidade relativa do ar, temperatura do ar e
temperatura da agua (Tabela 1 em anexo); dos 99 individuos amostrados, 33 foram
recapturados uma ou mais vezes.

Das 177 amostras analisadas, 31 apresentaram resultado positivo para infec¢éo por Bd,
apresentando prevaléncia de 17,4%. A prevaléncia apresentou correlagéo significativa (p <
0,05) com a temperatura e a sazonalidade. A Incidéncia (carga genémica do fungo por
amostra) apresentou correlacéo significativa (p < 0,05) apenas com a sazonalidade (Tabela
2).
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Tabela 2 — Correlagcao Tetrac6rica entre os fatores abioticos

Prevaléncia Incidéncia pH Temperatura Umidade Sazonalidade
do ar
Prevaléncia 1.00
Incidéncia 0.40 1.00
pH -0.10 -0.04 1.00

Temperatura -0.44 -0.15 -0.08 1.00

Umidade -0.03 0.04 0.06 -0.33 1.00
Sazonalidade 0.63 0.23 0.35 -0.89 0.11 1.00

A temperatura do ar apresentou influéncia significativa (valor-p<0,05) sobre a prevaléncia
e incidéncia de Bd. Os resultados dos testes indicam maiores valores de prevaléncia e
incidéncia nas temperaturas baixas (nivel -1), quando comparada com as temperaturas
médias e altas.

Os meses de julho, agosto e setembro foram os meses de coleta que obtiveram maior
percentual de prevaléncia (acima de 30%), sendo que em agosto esse percentual foi de
66,6%. A média das temperaturas para os meses de julho, agosto e setembro foram de 18,
17 e 20°C, respectivamente (Figuras 4 e 5).

Prevaléncia (%)
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Figura 4 — Prevaléncia de Bd em relacdo aos meses de amostragem.
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Figura 5 — Carga de infeccdo por Bd em relacdo aos meses de coleta.

A sazonalidade apresentou-se como fator determinante na relacéo carga de infeccao
e proporcao de individuos infectados (Figura 6). Durante a primavera e o verdo, 7% dos
individuos amostrados apresentaram resultado positivo para contaminacéo por Bd, enquanto

gue no outono e inverno, esse percentual foi de 36,5.
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Figura 6 — Relacdo entre a sazonalidade, carga de infeccdo por Bd e propor¢cdo de individuos de L.

macroglossa infectados.
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N&o ha correlacéo entre peso e CRC, e prevaléncia e incidéncia e ndo foram avistados

anuros mortos ou com sinais clinicos de quitridiomicose no local de estudo.

5 DISCUSSAO

Das amostras analisadas no presente trabalho, 17,4% apresentaram resultado positivo
para infeccdo por Bd, confirmando a hipotese de que ha a contaminacéo pelo patdogeno na
populacdo de L. macroglossa avaliada. Dados esses, que contribuem com a literatura em
relacdo a premissa de que no Bioma Mata Atlantica, a presenca do fungo é amplamente
distribuida (JENKINSON, et al., 2016; VALENCIA-AGUILAR et al. 2015; LISBOA, et al., 2013).
O presente trabalho aponta o primeiro registro do fungo quitridio em Limnomedusa
macroglossa.

Dentre os fatores abio6ticos analisados neste estudo (pH da agua, umidade relativa do ar
e temperatura do ar), detectamos associacéo entre prevaléncia e incidéncia com temperatura
do ar e sazonalidade. Confirmamos que o fungo requer temperaturas mais baixas para seu
desenvolvimento (JOHNSON e SPEARE, 2003; LONGCORE, et al., 1999). A sazonalidade
pode influenciar diretamente no microbioma cutaneo dos anfibios, fator que interfere na
resisténcia do hospedeiro frente a infeccao por Bd. Estudos realizados por Kueneman, et. al.,
2019, demonstrou que a temperatura minima do més mais frio do ano foi o fator mais forte
correlacionado a rigueza microbiana na pele dos anfibios, indicando que a temperatura e a
estabilidade sazonal da temperatura sdo as que melhor predizem a riqueza microbiana.

Variaveis ambientais como pH da &gua (VALENCIA-AGUILAR, et al.,, 2016;
PIOTROWSKI, ANNIS e LONGCORE, 2004), precipitacdo (RUGGERI et al. 2015, BECKER
et al. 2016, LAMBERTINI et al. 2017), dossel (PUSHENDORF et al. 2009, BECKER et al.
2012, BECKER et al. 2016), altitude (LAMBERTINI et al. 2016), além do desmatamento
(BECKER e ZAMUDIO 2011) e acao antropica (BECKER et al. 2016, CARVALHO et al. 2017),
podem ser preditores significativos da prevaléncia e incidéncia do fungo em determinadas
espécies de anuros (VALLENCIA-AGUILAR, et al. 2016).

L. macroglossa esta categorizada como “menos preocupante” nas listas global e brasileira
de fauna ameacada (IUCN, 2017; ICMBIO, 2016), porém, como “criticamente em perigo” de
acordo com o Livro Vermelho da fauna ameacada no estado do Parana. Seu declinio no
estado estaria relacionado a construcédo de usinas hidrelétricas, como as usinas de Salto

Caxias e Salto Segredo (MIKICH e BERNILS, 2004), em que areas propicias para sua
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reproducao e desenvolvimento ficaram submersas. N&ao foram avistados anuros com sinais
clinicos de quitridiomicose durante as expedi¢cdes. Em algumas espécies, a doenca pode
ocasionar o rompimento de funcfes fisiologicas da pele, como a respiracdo cutanea e
osmoregulacéo, resultando em desequilibrios eletroliticos fatais (VOYLES, et al., 2007) ou,
no comprometimento do desenvolvimento dos individuos infectados. Sinais clinicos como:
descamacdo epidérmica anormal, perda celular irregular do tecido epitelial, erosdes e
segmentos de espessamento acentuado do estrato corneo (hiperqueratose paraqueratoética),
hiperplasia moderada do estrato intermediario (acantose), foram identificados por Berger, et
al. 1998, em anfibios da Australia e América Central, infectados por Bd.

Contudo, em algumas espécies, embora haja a presenca do fungo, declinio e letalidade
nao sao evidentes. Isso pode ocorrer devido a fatores que contribuem para a suscetibilidade
da espécies diante do Bd, como: tamanho grande, alcance restrito, vida em altitude,
especialidade ecologica e baixa fecundidade (LIPS et al. 2003 ; MURRAY e HOSE
2005; WILLIAMS e HERO, 1998).

Sao necessarios mais estudos a cerca das linhagens de Bd presentes na regido a fim de
contribuir para explicar a origem e distribuicdo do patdégeno. A variacdo entre as linhagens do
quitridio é reflexo da adaptacdo aos diversos ambientes que ocupa, podendo aumentar o
efeito de transmissdo ou de contaminagdo nas populagbes (LAMBERTINI et al., 2016).
Compreender a dinAmica entre patdogeno e hospedeiro € esséncia, | para minimizar os efeitos
deletérios de doencas emergentes em espécies suscetiveis. Sugere-se ainda, identificar a
diversidade do microbioma presente na populacédo de L. macroglossa no local de estudo, em
detrimento da sazonalidade, a fim de melhor compreender a dinamica da resposta imune da

espécie hospedeira frente ao patégeno.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Durante todo o esforco amostral em campo, foram avistados girinos e individuos pos-
metamorficos em consideravel quantidade, demonstrando que o local de estudos é favoravel
para reproducéo e desenvolvimento de L. macroglossa, o que o torna relevante para estudos
futuros com a espécie (parasitismo, monitoramento, comportamento, predacdo, dieta,
ecologia, etc.).

Sugere-se ainda, como possibilidade de estudos futuros, identificar qual é o genétipo de
Bd presente no Rio Guarani (se Bd-GPL, Bd-Brasil, hibrido Bd-GPL/Bd-Brasil, ou gendtipo


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1755-263X.2008.00015.x#b29
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ainda ndo descoberto), a fim de prever futuras emergéncias, novas afiliagées do hospedeiro
e desfechos da doenca em diferentes cenarios ambientais (JENKINSON, et al., 2016; WOOD
et al. 2012; FISHER et al. 2001; BURT et al. 1996); e identificar possiveis alteracdes
fisiologicas ocasionadas em L. macroglossa devido a contaminacdo por Bd, como resposta
imune e composi¢cao do microbioma (BECKER, et al., 2017), tendo em vista que a
susceptibilidade de adultos, metamorfos e girinos a infec¢ao varia entre espécies, populacdes
e locais (VALENCIA-AGUILAR, et al. 2016; KILPATRICK et al., 2010; FISHER et al., 2009).
A partir das contribuicbes da presente pesquisa, ressaltamos a relevancia do constante
trabalho de monitoramento das populagcdes de anuros presentes no Bioma Mata Atlantica em
detrimento da contaminacéo por Bd, avaliando sua resposta imune frente a contaminacao,

considerando a ampla distribuicdo do patdgeno no bioma.
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Tabela 1. Dados coletados no momento da captura de cada individuo, em que “R” refere-se a quantas vezes o
espécime foi recapturado.

Identificacdo Infecc¢do por Bd Datadecoleta Peso (g) pH Temp. do ar (C°) Umidade CRC (mm)
A06 Negativa 14/10/2017 08.3 6.03 22.7 71 43.41
AO05 Negativa 14/10/2017 12.4 6.15 213 99 44.98
A07 Negativa 15/10/2017 01.8 6.98 25.8 67 23.24
A08 Negativa 15/10/2017 01.6 6.24 25.6 75 21.95
A09 Negativa 15/10/2017 00.8 6.80 23.6 83 16.95

AO6 R1 Negativa 22/12/2017 13.0 8.17 25.0 99 45.57
All Negativa 22/12/2017 09.6 8.05 24.2 99 43.05
Al2 Negativa 22/12/2017 01.4 8.38 24.1 99 21.94
Al3 Negativa 22/12/2017 01.5 8.24 24.0 99 24.55
Al4 Negativa 22/12/2017 13.2 8.86 24.4 99 46.10
Al5 Negativa 22/12/2017 12.6 7.52 24.0 99 43.60
A20 Negativa 22/12/2017 26.1 7.62 23.7 99 57.27
Al8 Negativa 22/12/2017 13.7 8.15 23.7 99 50.58
Al9 Negativa 22/12/2017 20.6 7.75 235 99 54.29
A21 Positiva 23/12/2017 111 8.02 255 99 43.63
A22 Negativa 23/12/2017 04.9 7.91 25.7 99 40.01
A23 Positiva 04/01/2018 10.6 7.72 27.9 77 51.12
A3l Positiva 04/01/2018 21.4 6.27 26.3 82 48.53
A26 Negativa 04/01/2018 11.6 6.27 26.3 82 45.61

A22 R1 Negativa 04/01/2018 07.7 6.81 23.3 87 41.21

Al5R1 Positiva 04/01/2018 11.6 6.81 23.3 87 44.54

AO05 R1 Negativa 04/01/2018 13.3 6.50 235 99 46.06
A27 Negativa 04/01/2018 14.1 6.50 235 99 48.72
A24 Negativa 04/01/2018 10.8 6.15 22.0 99 46.12
A28 Positiva 04/01/2018 18.4 6.90 231 95 52.71
A29 Negativa 04/01/2018 08.9 6.75 22.6 89 43.74

A06 R2 Negativa 04/01/2018 11.7 5.93 22.0 93 44.57

A20 R1 Negativa 04/01/2018 26.0 6.21 23.0 94 61.97
A32 Positiva 05/01/2018 01.3 6.70 26.4 78 23.05
A40 Negativa 05/01/2018 09.6 6.55 26.0 83 40.63
A34 Negativa 05/01/2018 07.8 6.61 25.7 80 39.72
A35 Negativa 05/01/2018 24.6 6.65 22.2 95 56.38

A29 R1 Negativa 12/01/2018 09.3 6.50 25.2 92 41.79

A40 R1 Negativa 12/01/2018 09.8 6.41 23.6 99 52.51

A20 R2 Negativa 12/01/2018 25.2 6.59 245 99 73.22

Al5 R2 Positiva 12/01/2018 11.8 6.83 245 99 45.05
A36 Negativa 12/01/2018 19.4 6.28 23.8 99 52.01
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Fonte: autora.



