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RESUMO
As populagdes de anfibios de todo o mundo encontram—se sob sérios riscos, as doencgas
emergentes como a quitridiomicose, sdo preocupantes ameacas a biodiversidade de
anfibios da atualidade. Avaliar a ocorréncia do fungo Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd) em adultos de Crossodactylus schmidti e a influéncia da sazonalidade no processo
infeccioso séo os objetivos do presente trabalho. As amostragens foram realizadas em
quatro riachos no Parque Nacional do Iguagu (PNI). Cada riacho foi amostrado duas vezes
por estacdo do ano, entre Janeiro e Outubro de 2018. A incidéncia e a prevaléncia da
infeccdo por Bd pode ser modificada por fatores ambientais e estruturais dos habitats,
onde os hospedeiros estdo inseridos. Com a intencdo de verificar a relacdo das
caracteristicas ambientais e estruturais do habitat, com a incidéncia e intensidade do Bd,
a cada coleta foram mensuradas: a temperatura da agua e do ar, o pH, a cobertura de
dossel, a velocidade da agua, a largura e a profundidade dos riachos, bem como o
comprimento rostro cloacal (CRC) dos adultos de C. schmidti. Foram encontrados adultos
em todos os riachos amostrados, sem nenhum registro de individuos mortos, totalizando
119 animais. Durante a estacdo fria, 50,94% dos individuos amostrados estavam
infectados pelo fungo, e durante a estacdo quente, esse percentual foi de 33,33%. Os
resultados encontrados referentes a temperatura média, pH e cobertura de dossel indicam
que o ambiente estudado apresenta condi¢cdes favoraveis para a ocorréncia do Bd, no
entanto, nenhuma das variaveis abioticas mensuradas foi estatisticamente significativa
para a ocorréncia do fungo, que foi efetivamente constatada nos quatro riachos avaliados.
A sazonalidade se mostrou importante para a incidéncia de infeccéo, e foi maior durante
as estacdes mais frias (n = 119; Z = - 2,19; P = 0,028) e entre os individuos menores da
populagéo ((N = 119; Z = -2,75; P = 0,005). Ainda que os adultos permanegcam
assintomaticos, as consequéncias sub letais da exposicdo a quitridiomicose deve ser
constantemente monitoradas no interior do Parque Nacional do Iguagu, a fim de preservar

as populacdes de anfibios ali inseridas.

PALAVRAS-CHAVE: Batrachochytrium dendrobatidis. Anfibios. Conservacao.

Doencas Infecciosas.



ABSTRACT
Amphibian populations around the world detect serious risks, such as emergingdiseases
such as chytridiomycosis; they are of concern to today's amphibian biodiversity. To
consider an occurrence of Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) fungus in adults of
Crossodactylus schmidti and an influence of seasonalityon the infectious process are the
objectives of the present work. Samples were taken from four streams in the Iguassu
National Park (PNI). Each stream was sampled twice per season between January and
October 2018. The incidence and prevalence of Bd infection can be modified by
environmental factors and the statistics of the habitats in which the hosts are located. With
the intention of verifying the relation of the environmental resources and selecting the
habitat, with the incidence and intensity of the Bd, a set of measures were measured: the
water and air temperature, the pH, the water coverage, the speed of the water, the width
and depth of the streams as well as the cloacal rostrum length (CRC) of the C. schmidti
adults. Were found adults in all streams sampled, with no record of dead deaths, totaling
119 animals. During the cold season, the fungus infected 50.94% of the samples collected
and during the warm season, this percentage was 33.33%. The results found related to the
average temperature, pH and sample selection coverage that the studied environment
presents favorable conditions for the occurrence of Bd, however, none of the abiotic
variables measured was statistically significant for the presence of the fungus. Was
actually found in the four streams. Seasonality proved to be important for the incidence
of infection, and was higher during the colder seasons (n = 119; Z = - 2.19; P = 0.028)
and among the smaller population ((N = 119; Z = Although adults remain asymptomatic,
the sublethal consequences of exposure to chytridiomycosis must be constantly monitored
within the Iguagu National Park in order to preserve the amphibian populations inserted

there.

KEY WORDS: Batrachochytrium dendrobatidis. Amphibians. Conservation. Infectious

Diseases.
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1.INTRODUCAO
1.1. Principais ameacas aos anfibios:

Os primeiros dados referentes ao declinio da riqueza de espécies de anfibios séo
da década de 1970 (Sherman & Morton, 1993). Desde a publicagdo dos primeiros artigos
relacionados ao tema, muito tem sido debatido quanto as provaveis causas dos referidos
declinios. De forma exaustiva, muitos pesquisadores ao longo de décadas, tem
demostrado através de seus trabalhos, que a destruicdo e perda do habitat (Cushman,
2006), as mudancas climéaticas (Thomas et al. 2004), a radiacdo UV — B (Weyrauch e
Grubb, 2006), os contaminantes quimicos (Hayes et al. 2002) e as doengas (Robert, 2010)
sdo as principais causas das extingdes e declinios populacionais de anfibios. Todos esses
fatores, colocaram os anfibios no topo de uma lista pouco desejada, a frente do grupo das
aves e dos mamiferos, lideram o rank das espécies ameagadas no mundo (Robert, 2010).
O estado de conservacao dos anfibios, se tornou ainda mais preocupante, quando em 1980
os declinios populacionais passaram a ser recorrentemente registrados em habitats bem
preservados (Becker & Zamudio, 2011). Os declinios e o fato de ocorrerem em habitats
pouco impactados sugeriam uma possivel relacdo com doencas infecciosas (Daszak et al.
1999; Young et al. 2001).

As doengas infecciosas emergentes, sdo aquelas que uma vez dentro de uma
populacdo ou comunidade, aumentam significativamente em um curto periodo de tempo,
em incidéncia, viruléncia e abrangéncia de hospedeiros (Daszak et al. 2000). A
diversidade de patdgenos € positivamente relacionada com a diversidade de hospedeiros
potenciais (Ostfeld & Keesing, 2012), o que faz da regido tropical um cenario propicio
para uma alta probabilidade de emergéncia de patdgenos (Jones et al. 2008). Uma grande
variedade de patdégenos podem acometer as populacdes de anfibios nos ambientes
naturais, e podem infectar os individuos tanto na fase larval como na fase adulta (Berger
et al. 1998; Kilpatrick et al. 2009). Os patdégenos podem ser de origem bacteriana,
parasitaria, viral ou fungica. Os efeitos dessas patologias sob as populacdes vao de
interferéncias ao desenvolvimento a mortalidade em massa, comprometendo de forma
direta a viabilidade das comunidades (Blaustein & Kiesecker, 2002).

As doencas bacterianas que acometem anfibios, sdo oriundas majoritariamente
de organismos gram negativos, incluindo as Aeromonas e Pseudomonas sp (Pessier,
2007). As doengas de origem bacteriana sdo mais frequentemente registradas em animais
de cativeiro, embora possam ser encontradas em menor frequéncia em animais de vida

livre. Uma das doencas bacterianas mais preocupantes para os anfibios é a clamidiose,
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essa patologia causada pela género Chlamydia, de habito intracelular obrigatorio
(Harkinezhad et al. 2009) pode causar alteracdes no comportamento do hospedeiro, além
de comprometer o estado nutricional dos individuos infectados, podendo ser letal (Berger
et al. 1998). As espécies do género podem causar variadas patologias, causando prejuizos
por exemplo, as fung¢des pulmonares e hepaticas (Berger et al. 1998; Reed et al. 2000).

Anfibios sdo altamente parasitados por uma diversidade de organismos, que
podem apresentar tanto um ciclo de vida direto, que requer um Gnico hospedeiro para
completar sua metamorfose, como ciclos de vida mais complexos, que requerem maisde
um hospedeiro, podendo ser os anfibios, nesse ultimo caso, tanto o hospedeiro definitivo,
como o hospedeiro intermediario (Poynton & Whitaker, 2001; Lunaschi & Drago, 2007).
Entre os parasitas de anfibios, os helmintos pertencentes as classes Nematoda, Trematoda
e Cestoda sdo os mais recorrentemente estudados (Holmes et al. 2008; Campié&o et al.
2009). No casos de hospedeiros intermediarios, os anfibios podem ser infectados
enquanto forrageiam, como acontece por exemplo, na infeccdo por metacercarias
(Hamann, 2006). Ja as infe¢BGes por parasitas que utilizam os anfibios como hospedeiros
definitivos, ocorrem geralmente através da penetracdo cuténea, onde, a forma pds
metamorfica do parasita entra em contato com a pele do hospedeiro. O parasita utiliza o
interior do hospedeiro para a reproducdo e deposicdo de seus ovos ou mudas, apos a
maturacdo dos estados juvenis dos parasitas eles sdo entdo expulsos do hospedeiro por
via oral ou anal, podendo ou ndo ocasionar a morte dos individuos parasitados (Hamann,
2006). Os sinais clinicos do parasitismo por helmintos em anfibios incluem: méa formacéo
e reducdo do tamanho corporal dos adultos, quando a infec¢do ocorre ainda nos estagios
larvais (Johnson et al. 2002), além de variadas alteracfes nas funcBes musculares,
cardiacas, pulmonares, hepaticas e na visao do hospedeiro (Wrigth, 2006).

As patologias virais sdo importantes ameacas as populacdes de anfibios em todo
o globo terrestre, o ranavirus por exemplo, esta diretamente relacionado a declinios em
massa de populacGes selvagens e de cativeiro, ndo sendo uma patologia restrita aos
anfibios, mas que também atinge répteis e peixes (Chinchar, 2002; Chinchar, 2009;
Driskell et al. 2009). O ranavirus possui muitas especificidades, entre elas, a capacidade
de se reproduzir tanto no ndcleo quanto no citoplasma das células que infecta (Granoff,
1984). Outra particularidade do ranavirus, € que o envelope que envolve o virus nao é
indispensavel, ou seja, mesmo as particulas liberadas durante a lise celular séo infecciosas
(Robert, 2010), o que justifica a abrangéncia de infec¢do e os prejuizos ocasionados por
essa patologia as populagBes de anfibios. Os sinais clinicos da ranavirose incluem:
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edemas nas cavidades corporais, coloracdo palida, hemorragia sisttmica, e manchas
avermelhadas na pele (Greer et al. 2005). No entanto a infeccdo por ranavirus pode ser
assintomatica (Driskell et al. 2009), sendo percebida somente pela mortalidade em massa
que deixa como rastro por onde passa.

As doencas fungicas possuem registro de incidéncia no territdrio brasileiro
desde a década de 30 (Carvalho et al. 2017). Apesar disso, somente em 1998 as patologias
micoticas comecaram a despertar o interesse da comunidade cientifica (Berger, 1998).
Entre as doencas fungicas, merecem destaque as micoses, esse tipo de patologia esta
associado a episddios de estresse, traumas ou algum outro tipo de evento preditor da
imunodepressdo (Taylor et al. 1999). Uma importante patologia de origem micotica da
atualidade é a quitridiomicose, essa enfermidade causada pelo fungo Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) tem sido associada a declinios em centenas de anfibios no mundo
(Skerratt et al. 2007).

1.2 Fungo Batrachochytrium dendrobatidis:

Declinios enigmaticos inicialmente associados a eventos climaticos e as
alteracdes na qualidade e na disponibilidade de habitats foram registrados no Brasil
durante a década de 80 (Heyer et al. 1988; Weygoldt, 1989). Os declinios frequentes em
areas bem preservadas sugeriam uma possivel relacdo com doencas infecciosas (Daszak
et al. 1999; Young et al. 2001). O fungo cutdneo Batrachochytrium dendrobatidis foi
inicialmente estudado em individuos encontrados mortos ou moribundos, juntamente com
grande parte da populacdo na qual estavam inseridos. Essas mortalidades em grande
escala, passaram a ser observadas no ambiente natural de 1993 a 1998 no continente
australiano e norte americano (Berger, 1998). Apds pouco mais de duas décadas de
estudos, muitos avangos foram obtidos em relagdo a compreensdo dos mecanismos de
acdo e da historia de vida desse fungo, tdo preocupante para a conservacao de anfibios.

O Bd, hoje apresenta distribuicdo cosmopolita (Daszak et al. 2003; Skerratt et
al. 2007) e sabe-se que possui diferentes linhagens, BAGPL (global), BACAPE (africana),
BACH (europeia), BAKOREA (asiatica) e BABRAZIL (brasileira) (Rosenblum et al.
2013). De acordo com O’Hanlon et al. (2018) o Bd teria surgido na Asia e entdo se
dispersado para os demais continentes do globo, e ainda, que essa disperséo teria sido
facilitada por atividades antrépicas.

O fungo apresenta dois estagios de vida: um séssil e outro mével (Kilpatrick et

al. 2009). Um zodsporo séssil se desenvolve em um talo também séssil, que origina um
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Unico zoosporangio, que nada mais é do que uma estrutura reprodutiva, responsavel pela
producdo dos zodsporos, que compde o segundo estagio de vida do Bd. A motilidade
nesse estagio de vida é fornecida por um unico flagelo, através do qual o zodsporo pode
se locomover por até 24 horas dentro da agua (Berger et al. 2005; Kilpatrick et al. 2009).
Findado o periodo de motilidade e dispersao, ja em contato com o hospedeiro, o flagelo
é reabsorvido e o zodsporo encista (Berger et al. 2005) (Figura 1). A fase seguinte conta
com o crescimento dos rizoides que podem partir de uma ou de maltiplas extremidades.
O talo inicia entdo o seu desenvolvimento, e apds um periodo de quatro a cinco dias,
torna—se multinucleado, através de divisdes mitéticas, o conteudo do interior do talo é
entdo clivado em zodsporos maduros aptos a serem dispersos no ambiente atraves de um
tubo de descarga, para dar inicio a um novo processo de infeccdo (Longcore et al. 1999;
Berger et al. 2005). A reproducdo sexuada ainda é pouco entendida, no entanto, sabe-se
que ocorre, pois existem linhagens hibridas que evidenciam que ao menos duas linhagens
(BAGPL e a BABRAZIL) podem se reproduzir de forma sexuada (Ghosh & Fisher, 2016).

Talo
: o Zoosporangio
Zobsporo @% ; (' ﬁ K
o ol <->S Ecistamento Maturagao N
el —
N/
Reprodugio

Figura 1. Ciclo de vida do Batrachochytrium dendrobatidis, 0 esquema mostra os trés
estagios de vida do fungo (Zodsporo, Talo e Zoosporangio) bem como 0s processos que
antecedem cada fase do ciclo de vida, a reproducao, o encistamento e a maturacéo. Fonte:
(Woodhams et al. 2008)

Apbs a infeccdo, o hospedeiro pode ou néo exibir os sinais clinicos da doenga

(McDonald et al. 2005). Quando o hospedeiro permanece assintomatico, ele pode
desempenhar a funcéo de deposito, auxiliando na permanéncia dos zo6sporos no meio
ambiente, uma vez que o hospedeiro infectado pode servir de substrato para muitas
geracOes do patogeno, culminando com a sua morte ou ndo (Hanselmann et al. 2004;
Rachwicz & Vredenburg, 2004; Raffel et al. 2010; Narayan et al. 2014). Quando exibe
0s sintomas caracteristicos da quitridiomicose, que podem ser expressados entre cinco a
quinze dias apds a exposicdo, os individuos adultos podem apresentar postura anormal,
pernas posicionadas acima do corpo, ventre elevado em relacdo ao substrato, letargia,
perda de reflexo, desprendimento epidérmico anormal, ulceragdes, hemorragias (pele,
olhos ou musculos), hiperemia da pele e finalmente a morte (Daszak et al. 1999;
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Baitchman e Pessier, 2013 e Mutschmann, 2015). Nos girinos, é possivel observar
alteracdes nos discos orais, como por exemplo, ma formacéo e despigmentacdo (Berger
et al. 1998). Tendo colonizado o hospedeiro, 0s zoGsporos passam a interferir na
capacidade osmorregulatoria dos individuos, dificultado as fungBes metabdlicas e o
balanco de ions, além de causar alteracdes nos canais de eletrélitos, desequilibrios
eletroliticos, alteragdes no pH sanguineo e degradacao das estruturas queratinizadas que
incluem as estruturas bucais em girinos, e a pele nos adultos (Wright & Whitaker, 2001,
Voyles et al. 2009; Baitchman & Pessier, 2013).

A incidéncia e a prevaléncia da infeccdo por Bd pode ser modificada por fatores
ambientais e estruturais dos habitats onde os hospedeiros estdo inseridos (Becker &
Zamudio, 2011). Sabe-se que determinadas condi¢fes como o pH, a temperatura, a
cobertura de dossel bem como as caracteristicas estruturais dos riachos interferem na
incidéncia e prevaléncia do Bd em ambientes naturais (Woodhams et al. 2008; Kilpatrick
et al. 2009; Becker et al. 2012). Experimentalmente, tem se demostrado que o Bd pode
sobreviver por até trés meses fora do hospedeiro (Johnson & Speare, 2005), 0 que tornam
importantes as informacdes, referentes as condi¢fes minimas necessarias para a atividade
do fungo.

Sabe-se que 0s zo6sporos podem crescer e se reproduzir experimentalmente sob
temperaturas que variam de 4°C a 25°C, apresentando a taxa de crescimento 6timo entre
17°C e 25° C (Piotrowski et al. 2004; Gleason et al. 2008; Kilpatrick et al. 2009). Embora
0 Bd apresente uma alta patogenicidade em uma ampla gama de temperaturas, a exposicao
ao frio, assim como a variabilidade sazonal favorecem a aptiddo do fungo sob baixas
temperaturas (Woodhams et al. 2008). Logo, a atividade do fungo e a consequente
infestacdo, sdo maiores durante as estacfes mais frias (Ruggeri et al. 2015), possivelmente
devido a uma depressdo do sistema imunoldgico dos hospedeiros frente a baixas
temperaturas (Raffel et al. 2006; Ruggeri et al. 2015).

Florestas intocadas apresentam uma maior incidéncia de Bd do que ambientes
perturbados (Becker & Zamudio, 2011). A intensidade de infec¢do ao hospedeiro também
€ mais altaem ambientes ndo impactados. Uma das possiveis explicagdes para esse padrao
é que a remocdo da cobertura de dossel original dos ambientes florestais, reduz a
complexidade da vegetacdo, tanto da cobertura como da vegetacdo aquética, alterando o
microclima da localidade (Becker et al. 2012). Essa alteracdo nas condices, reflete na

composicao das comunidades de hospedeiros potenciais, bem como na temperatura local,
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que sdo fatores importantes para a dindmica das populagdes de Bd (Wikelski & Cooke,
2006; Navas & Otani, 2007; Becker et al. 2012).

O pH também é um fator limitante para a proliferacdo do fungo. Estudos tem
demonstrado que as condi¢des 6timas para o crescimento e reproducéo do Bdestao entre
pH 6 — 7,5 (Johnson & Speare, 2005). Apesar de apresentar alguma atividade em pH mais
alcalino (8 — 10), é possivel observar um decréscimo acentuando no crescimento do
patdgenos, quando exposto a essa condicdo (Gleason et al. 2005; Woodhams et al. 2007).

A exemplo das condigdes, as caracteristicas estruturais dos habitats se mostram
significativas para a prevaléncia dos zo6sporos de Bd nos ambientes florestais (\Valencia
— Aguilar et al. 2016). Largura e profundidade sdo medidas de volume que refletem a area
do habitat disponivel. Segundo Valencia — Aguilar et al. (2016) a densidade de
hospedeiros € inversamente proporcional ao aumento da profundidade, provavelmente
devido a uma relacdo negativa com a temperatura (Sparling, 2010). No entanto, as
temperaturas mais baixas sdo favoraveis ao desenvolvimento do Bd. Quanto maior a area
disponivel, menor seré a agregacéo dos potenciais hospedeiros, resultando em uma menor
chance de contagios intra e interespecifico (Valencia — Aguilar et al. 2016), ou seja,
habitats menores sdo mais favoraveis a dispersdo do patdégeno. Um fluxo mais rapido
pode dificultar o contato e consequente infeccdo do fungo com os potenciais hospedeiros,
uma vez que a velocidade tende a interferir na motilidade dos zodsporos (Valencia —
Aguilar et al. 2016). Um padréo positivo entre 0 aumento da prevaléncia da infestacdo e
a reducdo da intensidade do fluxo de agua nos riachos durante a estagdo seca ja foi
documentado em riachos na Africa do Sul e no Peru (Conradie et al. 2011; Catenazzi et
al. 2013).

Os patogenos podem interferir em aspectos variados da ecologia de seus hospedeiros,
como por exemplo: a reproducdo e o desenvolvimento (Kiesecker & Skelly, 2001).
Anuros expostos ao Bd na fase larval tiveram o crescimento comprometido na fase adulta
em experimentos realizados em laboratério em comparacéo a individuos mantidos sob as
mesmas condigdes, exceto pela exposic¢do ao fungo (Davidson et al. 2007; Venesky et al.
2010). De acordo com Connors & Nickol (1999) a energia que seria gasta nas atividades

referentes a alimentacdo e ao metabolismo, pode ser realocada para o sistema
imunoldgico, resultando em um desenvolvimento e crescimento reduzido dos individuos.
As patologias sdo importantes determinantes para o estado de conservagéo e a
manutencdo das populacdes silvestres (Robert, 2010). Apesar de serem responsaveis por

muitos declinios ou mesmo extin¢des, em alguns casos, 0s hospedeiros podem seguir
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infectados sem expressar os sinais clinicos das doenca pelas quais sdo acometidos
(Retallick et al. 2004) por vezes, individuos de uma mesma populacdo se mostram mais
suscetiveis a infec¢do, enquanto outros sdo tolerantes ou mesmo resistentes a um ou outro
patdgeno. As defesas imunitérias dos anfibios para os patdgenos ainda sdo mal definidas
e pouco estudadas (Robert, 2010), o que tornam importantes as investigacGes em areas

preservadas, mesmo que nao existam relatos de mortalidade.

1.3 Espécie modelo de estudo:

A familia Hylodidae € constituida por espécies de rds comumente encontradas em
riachos de interior de mata, de habitos predominantemente diurnos (Jorddo - Nogueira et
al, 2006) e composta por 47 espécies de trés géneros: Hylodes com 26 espécies,
Crossodactylus com 14 espécies e Megaelosia com sete espécies (Frost, 2019). O género
Crossodactylus é o segundo maior género da familia Hylodidae, e sua distribuicéo
geografica abrange o sul do Brasil, sul do Paraguai e norte da Argentina (Frost, 2019;
Caldart et al. 2010, Lucas e Garcia 2011). Crossodactylus schmidti é uma espécie que
tem sua populacdo considerada em estado de decréscimo, e atualmente é considerada
quase ameacada a nivel global (IUCN, 2019) e a nivel nacional no Brasil (ICMBIO,
2016). Apesar da distribuicdo geografica relativamente ampla, as popula¢bes sdo muito
fragmentadas e altamente associadas a regido sul da mata atlantica (Bastiani et al. 2012),
e foi a espécies utilizada como modelo para o presente estudo. Os adultos sdo comumente
encontrados em riachos de pequeno a médio porte, com substrato majoritariamente
rochoso, com encostas arborizadas e por vezes sendo cortados por pequenas cachoeiras
(Bastiani et al. 2012).

A associacgéo das populagdes de C. schmidti com ambientes bem preservados, ecom
a Mata Atlantica, evidenciam a urgéncia de estudos para a compreensdo dos aspectos
ecologicos dessas fragmentadas popula¢Ges bem como, os agravantes que colocam em
risco a permanéncia dessa espécie, que ocorre em habitats tdo sensiveis e cada vez mais
pressionados por ac¢les antropicas (Kauano et al. 2012). O Bd tem sido relacionado a
declinios populacionais e extingdes de espécies de anfibios em todo o mundo (Skerratt et
al. 2007; Wake e Vredenburg, 2008). Tornando-se, portanto, uma ameaca de grandes

proporcOes para as comunidades de anfibios.

2.0BJETIVOS
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2.1 Objetivo geral
O presente trabalho tem por objetivo geral avaliar a ocorréncia do fungo

Batrachochytrium dendrobatidis em adultos de Crossodactylus schmidti em relacdo a
sazonalidade no processo infeccioso na escala micro espacial. Para tanto, buscamos
responder as seguintes perguntas:

2.2 Objetivos especificos

1) compreender se a incidéncia do fungo Bd esta positivamente relacionada as variaveis
ambientais mensuradas (cobertura de dossel, velocidade da agua, profundidade do riacho,
pH).

2) verificar se a prevaléncia de infestacdo por Bd é diferente ao longo das estacdes do
ano.

3) observar a existéncia de uma tendéncia de individuos infectados apresentar
comprimento rostro cloacal (CRC) menor do que individuos ndo infectados.

3.MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no Parque Nacional do Iguacu (PNI), uma unidade de
conservacao de protecdo integral, localizada na regido oeste do Estado do Paranéa (25°05°
a 25°41°S, 53°40° a 54°38°0) (IBAMA, 1999) (Figura 2). Com uma area de 185.262,5
hectares, o PNI se estende ao longo de cinco municipios: Céu Azul, Foz do lguacu,
Matelandia, Sdo Miguel do Iguacu e Serrandpolis do Iguacu e € margeado por outros seis
municipios: Capanema, Capitdo Lednidas Marques, Lindoeste, Santa Lucia, Santa Tereza
do Oeste e Santa Terezinha de Itaipu. A cobertura vegetal é composta por Floresta
Estacional Semidecidual, Floresta Ombrdéfila Mista e Formagdes Pioneiras Aluviais
(IBAMA, 1999). O PNI esta localizado em uma regido de transicdo entre os climas
tropical e temperado, sendo as estacdes bem marcadas, na qual o inverno é seco, e 0
periodo chuvoso abrange parte do outono e do verdo (IBAMA,1999). A temperatura
média anual varia de 18° C a 25° C e a precipitacdo anual varia de 1501 mm a 1750 mm
(Mendonga & Oliveira, 2007).
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Figura 2. Area de estudo mostrando a localizacdo do Parque Nacional do Iguagu dentro
do Estado do Parana. No detalhe, os triangulos pretos representam a localizacdo dos

riachos amostrados.

3.2 Delineamento amostral

Dentro do PNI, foram amostrados quatro riachos independentes quanto ao seu
fluxo, dos quais, dois estdo localizados ao longo da trilha Manoel Gomes e dois
localizados ao longo da trilha da Boa Vista (Figura 2). Os trabalhos de campo foram
realizados de Janeiro a Novembro de 2018. As amostragens ocorreram duas vezes por
estacdo do ano (verdo, primavera, outono e inverno) em cada um dos quatro riachos
utilizados para a obtengédo dos dados, o que possibilitou um total de oito amostragens.

Dentro de cada riacho a mesma dinamica de busca foi utilizada: a partir do ponto
mais a jusante, a busca ativa era iniciada e quando um individuo adulto era observado,
eles eram capturados e acondicionados, individualmente, com uso de luvas plésticas
descartaveis, em sacos plasticos umedecidos, (Figura 3) objetivando sempre capturar o
maximo de individuos por coleta, no periodo de 40 minutos. Para cada individuo a ser
coletado era utilizado um novo par de luvas, para evitar contaminagéo cruzada do fungo.
Do local onde os adultos eram capturados, foram extraidas as variaveis ambientais, de
modo que cada individuo possui um conjunto de variaveis ambientais do micro-habitat
no qual ele foi inicialmente observado. Ao todo foram mensuradas seis variaveis
ambientais: profundidade do riacho, largura do riacho, cobertura de dossel, velocidade da
agua, temperatura da agua e pH. A profundidade e a largura foram mensuradas em
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centimetros através do uso de uma trena. A cobertura de dossel foi estimada atraves do
uso de fotografias tiradas de forma vertical de baixo para cima, de uma altura padronizada.
As imagens obtidas foram analisadas posteriormente pelo software image J. A velocidade
foi estimada utilizando uma bola de isopor de dois centimetros de didmetro, sendo avaliado
0 tempo que a bola de isopor demora para percorrer o trajeto de um metro. A temperatura
da dgua foi mensurada atravées de um termo — higrémetro. E o pH foi obtido pelo uso de um

pHmetro.

= e

Figura 3. Individuos capturados e acondicionados de forma individual dentro de sacos
plasticos, até o término do periodo de busca ativa dentro de cada riacho.

Ao final do periodo de cada coleta, os individuos adultos capturados foram

mensurados quanto ao comprimento rostro — cloacal (CRC) através do uso de um
paquimetro. Posteriormente, atraves da técnica do swabbing, um swab estéril (haste
flexivel envolta em algoddo em suas extremidades) foi colocado em contato cinco vezes
com a regido inguinal direita, cinco vezes com a regido inguinal esquerda, cinco vezes
com as membranas interdigitais dos membros inferiores e superiores direito e esquerdo
de cada individuo (Hyatt et al., 2007 e Lambertini et al., 2013). Os swabs foram entdo
acondicionados em micro tubos plasticos e posteriormente armazenados sob refrigeracéo.
Em cada ponto de coleta os individuos capturados, apds as mensuracfes foram
devolvidos ao ambiente de origem, salvo um exemplar da espécie estudada

correspondente a cada riacho, que estdo depositados na colecéo herpetoldgica da UTFPR
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— Francisco Beltrdo, afim de serem usados como testemunhos para o presente trabalho e

para estudos futuros.

3.3 Andlises Estatisticas

A fim de analisar o conjunto de dados obtido, foram utilizadas as analises de
regressdo logistica linear e regressdo logistica mdaltipla. O modelo logistico €
recomendado quando a varidvel resposta é quantitativa, ou representa uma mistura de
variaveis e dados qualitativos (Legender & Legender, 2012). Ou seja, para ser um bom
preditor, os dados utilizados no modelo logistico devem ser de natureza dicotdmica ou
binéria para as variaveis independentes (variavéis ambientais) e categdricos ou nao para
as varidveis dependentes (presenca de Bd e Bd Load) (Figueira, 2006; Legender &
Legender, 2012).

A fim de relacionar as varidveis respostas (presenca de Bd e Bd load) com os
fatores abioticos foi necessaria a compreensdo do padrdo de distribuicdo bem como a
dependéncia de fatores externos a hipotese apresentada, especificamente o tamanho do
corpo (CRC). Para testar o efeito da temperatura do ar sobre a presenca de Bd (variavel
de distribuicdo binomial) foi realizada uma regresséo logistica multipla, pois também
consideramos um possivel efeito do CRC. Como Bd load apresentou valores altamente
discrepantes e a presenca sé é determinada com valores de equivalentes gendmicos acima
de 1, foi realizada a transformacéo logaritmica (logio) dessa variavel que posteriormente
foi relacionada com o fator externo “tamanho do corpo (CRC)” através de uma regresséo
linear simples. Como trata-se de variaveis correlacionadas os residuos dessa regresséo
foram salvos para usa-los na analise subsequente da comparacao de intensidade entre as
estacoes.

Para analisar o efeito das varidveis abidticas locais sobre a presenca do patdgeno
nos hospedeiros, foi utilizada uma abordagem de selecdo de modelos através da regresséo
logistica maltipla, incluindo todos os fatores abidticos (velocidade, largura, profundidade,
cobertura de dossel, pH e temperatura da agua) e CRC como covariavel. O critério de
selecdo considerado foi o maior valor de AIC (Akaike information criterion), que resultou
na escolha do modelo que incorpora todas as variaveis selecionadas para a regressao. Para
testar os efeitos dos fatores abidticos locais sobre a intensidade de infeccdo do patdgeno
sobre 0s hospedeiros, foi utilizada uma regressdo linear multipla com todos os fatores
presentes no modelo (velocidade, largura, profundidade, cobertura de dossel, pH e
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temperatura da agua), tendo o residuo da interacdo de log Bd load com CRC como
variavel resposta.

Para avaliar se a temperatura do ar e a intensidade de Bd foram diferentes ao
longo das estagdes do ano, foi utilizada a andlise de varidncia simples (ANOVA one-
way). A ANOVA ¢ a técnica paramétrica padrdo utilizada para inferir quais s&o os efeitos
principais de variavies categoricas independentes (variacdo sazonal) em funcédo de uma
variavél quantitativa dependente (Bd Load ou intensidade de Bd) (Legender & Legender,
2012) tendo a temperatura do ar e a intensidade de Bd (residuos da interacdo com CRC)
como variaveis dependentes e as estacdes (chuvosa e seca) como varidvel independente.

As analises foram implementadas no programa JASP (versao 0.9.2).

4, RESULTADOS

Foram encontrados adultos de C. schmidti em todos os riachos amostrados, sem
nenhum registro de individuos que apresentassem algum dos sinais clinicos da
quitridiomicose ou mortos, totalizando 119 animais amostrados (tabela 1). A regressao
logistica multipla mostrou, que tanto a temperatura do ar como e o CRC sdo fatores que
afetam negativamente a presenca de Bd nos hospedeiros (figura 4). Assim, vimos uma
incidéncia maior de Bd nos periodos mais frios do ano, que correspondem ao outono € ao
inverno (N = 119; Z = -2.19; P = 0.028) e entre os individuos menores da populacdo (N
=119; Z=-2.75 ; P = 0.005). Durante a estagdo mais fria, foram amostrados 44,53% dos
espécimes, dos quais 50,94% estavam infectados pelo fungo causador da quitridiomicose,
ja na estacdo mais quente, que corresponde a primavera e ao verdo, foram amostrados

66% dos espécimes, dos quais 33,33% estavam infectados pelo fungo.
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Figura 4. Efeito da variacdo em temperatura do ar e CRC sobre a presenca de Bd nos

hospedeiros. As figuras acima mostram o modelo observado (linha negra) e seu
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respectivo intervalo de confianga de 95% (em cinza). 0 = auséncia de Bd e 1 = presenca
de Bd.

Atraveés da regressdo linear simples, foi possivel observar que o aumento do CRC
reduz a intensidade (Load) de Bd nos individuos da populagdo (N = 119, T = - 3.77, R?=
- 0.16; P <0.05). Como esperado, a temperatura do ar foi mais alta durante o periodo mais
quente do que durante a estacdo seca (n = 119; F =62.02; P < 0.05) (Figura5). No entanto,
ndo encontramos diferencas estatisticamente significativas de intensidade de Bd entre as
estacdes (n = 119; F=0.73; P > 0.05) (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios referentes a carga e prevaléncia de infeccdo, bem como suas
respectivas amplitudes de variacdo entre as estacdes do ano, onde a estacdo Fria

corresponde ao outono e inverno e a estacdo Quente corresponde a primavera e ao verao.

Estacdo Carga Amplitude Prevaléncia Amplitude
Fria 36,49 33,22 - 40,53 20,70 1,41-111,43
Quente 37,22 26,53 -40,79 312,29 1,09 — 6209,02

Tabela 2. Valores médios das variaveis ambientais e estruturais dos riachos amostrados,
referentes aos conjuntos de dados provenientes dos 119 individuos dos Crossodactylus

schmidti, bem como a unidade de medida utilizada e a amplitude de variagdo dos dados.

Variavel Valores Médios Unidade Amplitude
Velocidade 5,54+4,57 m/s 0-30
Largura 141+0,71 cm 20 — 366
Profundidade 4,67+3,04 cm 0-18
Cobertura de dossel 68,32+8,21 % 15-95,6
Temperatura do ar 23,12+2,30 °C 17,1-28,7
Temperatura da agua 19,81+1,43 °C 12,8 — 23,3
pH 7,25+0,44 - 6—8,2
CRC 2,57+0,33 cm 18-34
N 119 un -

Dentro do modelo selecionado, e que obteve como critério de selecdo a maior
valor de AIC (Tabela 3), verificamos que nenhuma variavel abidtica local influenciou a
presenca de Bd nos individuos da populacdo de hospedeiros (Tabela 4). Nenhum dos
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fatores abidticos locais explicou a variagdo em intensidade de infecgdo nos individuos da

populagéo de hospedeiros (Tabela 5).
30
28

26

Q.24+

- 22

20

18-

16~

PrimaveraVerdo Outono/Inverno

Figura 5. Variacdo de temperatura do ar entre as estacfes do ano entre Janeiro e

Novembro de 2018, no interior do Parque Nacional do Iguagu.

Tabela 3. Teste de modelos para efeitos sobre a presenca de Bd em hospedeiros segundo

efeitos abioticos locais e tamanho do corpo dos individuos (CRC).

McFadden Nagelkerke Tjur

Modelo Deviance AIC BIC df AX® p

R? R2 R2
1 145.6 159.612 179.066 112 0.000 0.000 0.117
2 145.8 157.752 174.426 113 0.140 0.708 0.000 0.000 0.153
3 146.0 155.997 169.892 114 0.245 0.621 0.000 0.000 0.152
4 146.2 154.182 165.298 115 0.185 0.667 0.000 0.000 0.132
5 147.0 153.042 161.380 116 0.861 0.353 0.000 0.000 0.147

Tabela 4. Efeitos especificos de fatores abioticos locais sobre a presenca de Bd nos

espécimes amostrados de Crossodactylus schmidti.

o Efeito Erro
Variaveis do modelo ) N
estimado padrao

Temperatura da agua -0.073 0.127
Ph 0.198 0.310

-0.576
0.638

0.565
0.523
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Tabela 4. Efeitos especificos de fatores abioticos locais sobre a presenca de Bd nos

espécimes amostrados de Crossodactylus schmidti.

Efeito Erro
Variaveis do modelo ) y4 P
estimado padréo
Velocidade da agua 0.085 0.047 1.796 0.072
Cobertura Dossel 0.040 0.026 1.571 0.116
Profundidade riacho -0.053 0.076 -0.701 0.483
Largura riacho 0.001 0.003 0.374 0.708
CRC -1.475 0.630 -2.340 0.019

Tabela 5. Resultados parciais da regressao linear maltipla, mostrando a relacéo da
intensidade de Bd com cada um dos fatores abidticos locais avaliados dentro no PNI.

Variaveis do modelo Erro padrdo Efeito padronizado T P

Intercepto 1.622 0.673 0.502
Temperatura da dgua 0.051 -0.123 -1.070  0.287
Ph 0.144 0.002 0.020 0.984
Velocidade 0.014 0.033 0.322 0.748
Cobertura de dossel 0.007 -0.004 -0.042  0.967
Profundidade riacho 0.021 -0.067 -0.660  0.510
Largura riacho 8.870¢ -4 0.021 0.213 0.832

5.DISCUSSAO

As caracteristicas ambientais e estruturais dos habitats, sdo fatores
determinantes na relacdo do fungo com seu hospedeiro (Valenga — Aguilar et al. 2016).
Tais caracteristicas afetam as tolerancias, bem como a dindmica do patogeno (Becker &
Zamudio, 2001; Grundler et al. 2012) e sdo especialmente importantes, uma vez que
podem alterar os padrdes de dindmica da doenca em populacdes, através das respostas
qgue que tais caractersiticas podem gerar a longo prazo nos atributos fenotipico e
comportamentais das populacoes (Lambertini et al. 2016). Foi observado que os fatores
abioticos locais amostrados ndo foram estatisticamente relevantes para a ocorréncia, ou

para a intensidade de infeccdo do patdégeno nos individuos mensurados.
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Sabe—se que as interacOes Bd — hospedeiros sdo altamente dindmicas, e mesmo
caracteristicas que parecam ser boas preditoras na explicacdo da ocorréncia ou nao do
fungo, podem ser mais ou menos importantes para moldar a resposta do patdgeno,
dependendo do habitat ao qual este esta inserido, e das caracteristicas individuais
referente a historia natural exibidas por seu hospedeiro (Valenga — Aguilar et al. 2016).
Portanto, ainda que os resultados mostrem que as varidveis abidticas consideradas ndo
foram determinantes para a ocorréncia do fungo na populacdo avaliada, deve ser
considerado que alguma outra caracteristica abiotica negligenciada durante esse trabalho
possa ser importante para a ocorréncia do Bd em populagdes de Crossodactylus schmidti.
Estudos futuros poderiam avaliar por exemplo, a relacdo da precipitacdo (Ruggeri et al.
2015) ou da altitude (Rodder et al. 2008) com a ocorréncia do fungo, a fim de melhor
compreender a interagdo ecoldgica existente entre as espécies avaliadas.

Os resultados obtidos mostram que a varia¢do térmica entre as estacbes do ano
pode interferir na ocorréncia do Bd nos hospedeiros, no entanto, ndo parece ter relacdo
com a intensidade da infec¢do. Uma maior incidéncia do fungo durante a estagéo fria, que
corresponde ao outono e inverno ja era esperada, uma vez que trabalhos anteriores
mostram que o espectro de tolerancia considerado 6timo no desenvolvimento do patégeno
esta entre 17° C e 25° C (Piotrowski e Longcore, 2004) condicdo que é encontrada durante
o periodo frio na regiao sul do Brasil (Figura 5). Uma vez que sob tais condic¢des, ocorre a
estimulagdo da replicacdo do patdgeno no ambiente (Ruggeri et al. 2015). Com um
namero maior de zoosporos liberados no microhabitat, € intuitivo pensar que as
probabilidades de que uma quantidade mais numerosa de hospedeiros seja infectada, seja
maior. Quanto a intensidade de infeccdo néo ter sido influenciada pela sazonalidade, pode
ser entendida como uma adaptacéo imunoldgica do hospedeiro para o patégeno. De acordo
com Altizer et al. (2006) as adaptacdes imunologicas do hospedeiro podem influenciar na
intensidade de transmissdo das infec¢des, desta forma, poderiamos considerar que 0s
individuos estudados da populagdo de Crossodactylus schmidti sdo pouco suscetiveis a
quitridiomicose, por apresentarem uma boa adaptacdo imunologica ao quitridio, e por
essa razdo apresentam uma menor intensidade de infeccdo e boas chances de
sobrevivéncia, mesmo durante os periodos mais frios do ano, que contam com uma a carga
mais elevada de zodsporos no ambiente, em relacdo aos periodos mais quentes. N@s, no
entanto, acreditamos que um estudo mais profundo seria necessario para melhor avaliar

essa relacdo, um estudo mais longo, no qual os individuos pudessem ser acompanhados
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por um maior periodo, com marcagdo, para que assim seja possivel observar asrespostas
de um mesmo individuo frente as mudancas da sazonalidade.

Considerando a relacdo area corporal e a superficie de contato, espera—se que
individuos com maior tamanho corporal, possuam maior probabilidade de serem
infectados (Catenazzi et al. 2013; Vieira et al. 2013). Identificamos uma relagéo inversa
a essa premissa, onde o maior tamanho dos corpos dos individuos (CRC) foi
proporcionalmente inverso tanto a presenca do patdgeno, como com a intensidade de
infecgdo, ou seja, individuos maiores apresentaram menor probabilidade de estarem
infectados, e quando estavam, apresentam uma menor intensidade de infeccdo do que
individuos que apresentaram um menor tamanho corporal. Uma provavel explicacdo seria
a de que, os individuos infectados tiveram seu desenvolvimento prejudicado devido a
interacdo com o Bd, que conhecidamente pode interferir nas taxas de crescimento de seus
hospedeiros (Uller et al. 2006). De acordo com Bielby et al. (2015) as respostas
imunoldgicas sdo custosas energeticamente, o que poderia explicar o fato dos individuos
com o menor CRC apresentarem maior intensidade de infeccdo, ou seja, os individuos
maiores podem apresentar uma resposta imune melhor do que os individuos menores, o
que justificaria uma menor taxa de infeccdo (Altizer et al. 2006; Woodhams et al. 2007,
Ramsey et al. 2010). Ressalta —se no entanto, que a resposta imune do hospedeiro frente
ao patogeno nado foi avaliada, e que essa premissa é valida somente quando assumimos
que todos os individuos sao pertencentes a um mesmo estagio de desenvolvimento, e que
0 menor tamanho corporal seja resultado apenas da interacdo do hospedeiro com o
patégeno causador da quitridiomicose, sem levar em conta outros fatores igualmente
importantes para o desenvolvimento dos individuos, como o dimorfismo sexual (Caldart,
2011), plasticidade fenotipica (Walther et al. 2002; Grézinger et al. 2014) bem como
outras enfermidades que possam estar representadas nessa populacdo, e que ndo foram

comtempladas no presente estudo.

6.CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, foi possivel verificar que de fato no interior do PNI
a espécie hospedeira avaliada estd sendo colonizada pelo fungo causador da
quitridiomicose, também foi possivel inferir que dentro da escala micro espacial, ou seja,
nos quatro riachos avaliados no interior do PNI, as variaveis ambientais mensuradas ndo
foram significativas para o entendimento da relacdo existente entre o fungo Bd e o
individuos de Crossodactylus schmidti avaliados. Observamos ainda, que a sazonalidade
foi importante para a dindmica do fungo, embora um estudo mais abrangente, que possa

mensurar o0 comportamento de um mesmo individuo frente as mudancas que as estacdes
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podem causar no microhabitat, traria resultados mais robustos para a compreensao dessa
relacdo. E por fim, corroboramos resultados de trabalhos anteriores (Catenazzi et al. 2013;
Vieira et al. 2013) que individuos infectados apresentam menor tamanho corporal do que
individuos néo infectados.

Desta forma, sugerimos que a populacdo de Crossodactylus schmidti avaliada pode
estar atuando como reservatorio do fungo Bd nos riachos do interior do Parque Nacional
do Iguagu, uma vez que ndo tenham sido evidenciados individuos que apresentassem 0s
sinais clinicos da doen¢a, mesmo quando estavam contaminados com os zo6sporos do
quitridio. Essa seria uma forma de manter o fungo no ambiente até que uma populacao
que apresente maior suscetibilidade ao fungo, seja exposta as preocupantes consequéncias
letais da quitridiomicose. Portanto, mesmo na auséncia de respostas imediatas do
hospedeiro, as consequéncias sub letais da exposi¢do ao fungo precisam ser consideradas
e acompanhadas (Bielby et al. 2015), para que dessa forma, ndo atue como uma pressao
desestabilizadora dentro das populac6es de anfibios (Boots et al. 2003). Em vista disso,
fica evidenciada a importancia de estudos dessa natureza para o entendimento dos
declinios populacionais de anfibios, que podem também auxiliar no desenho de medidas

conservacionistas futuras.
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