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1 INTRODUCAO

O Brasil é lider mundial na diversidade de anfibios, abrigando cerca de 1.080
espécies (SEGALLA et al., 2016). Contudo, atualmente os anfibios sdo considerados
um dos grupos mais ameagado entre os seres vivos, com 32% das espécies sob
ameaca de extincdo ou ja extintas (IUCN, 2008). Ambos os fatores corroboram para
a importancia das pesquisas que visam conhecer cada vez mais a biologia e
ecologia dos individuos deste grupo, com o intuito de viabilizar acdes de protecao e
conservagao.

A quitridiomicose € uma doenca causada pelo fungo Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) (VOYLES, et al., 2007), e tem sido relacionada como a principal
causa do declinio e extincdo de populacbes de anfibios no Brasil e nas demais
regides tropicais globais. (CARVALHO, et al.,, 2017; JENKINSON, et al, 2016;
SCHLOEGEL, et al.,, 2012). Alguns dos fatores que podem contribuir para uma
epidemia do referido patdgeno, sdo a alteracdo das condicbes ambientais como
temperatura e precipitacdo, possibilitando desencadear como resposta o0 aumento
do fator de crescimento frente a condi¢cbes hostis (JAMES, et al., 2015). Neste
sentido, conhecer a interacdo existente entre o patdgeno, fatores ambientais e
anuros infectados, pode instrumentalizar acdes de conservacao frente ao problema.

Além do patégeno Bd, é possivel citar como importantes ameacas a perda de
habitat, (CUSHMAN, 2006), a atividade agricola (MACAGNAN, et al.,, 2016;
VASCONCELOS, 2014), produtos quimicos, radiacdo UV, poluicdo da agua, solo e
atmosfera e alteracdes climaticas (VERDADE, et al., 2010).

O presente projeto tem como objetivo ldentificar se ha relacdo entre a
incidéncia e prevaléncia do fungo quitrideo Batrachochytrium dendrobatidis em
individuos adultos da rd das corredeiras Limnomedusa macroglossa, com fatores
abibticos como: temperatura do ar da agua, pH da 4gua e cobertura de dossel; no
Rio Guarani, municipio de Trés Barras do Parana. Sua relevancia consiste em
contribuir com maiores informacdes acerca da contaminacao pelo fungo quitridio e
influéncia da mesma em anuros do Bioma Mata Atantica, considerando os fatores

abidticos locais.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar se ha relac@o entre a incidéncia e prevaléncia do fungo quitridio
Batrachochytrium dendrobatidis em individuos adultos da rad das corredeiras
Limnomedusa macroglossa, com fatores abidticos como: temperatura do ar e da
agua, pH da agua e cobertura de dossel; no Rio Guarani, municipio de Trés Barras

do Parané.

2.20bjetivos especificos

- Comparar a taxa de infestacdo do fungo quitrideo nos individuos adultos de
Limnomedusa macroglossa, ao longo da estacdo reprodutiva, com variaveis
ambientais (temperatura do ar, temperatura da agua, pH e cobertura de dossel);

- Analisar se a prevaléncia do fungo quitrideo em individuos adultos de L.
macroglossa esta exercendo influéncia sobre a atividade reprodutiva e sobrevivéncia
dos mesmos, a partir de andlise da vocalizacdo e caracteristicas (peso e tamanho)
dos individuos.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Conservacdo dos anfibios

Os anfibios possuem consideravel importancia ecolégica, pois atuam como
indicadores da qualidade ambiental devido as suas caracteristicas morfolégicas e
fisiologicas, ao seu ciclo de vida parte aquatico e parte terrestre, a limitacdo na sua
capacidade de dispersdo e por ocorrer nos mais diversos ambientes (BORGES-
MARTINS, 2007).

Além disso, os anfibios promovem o controle de populacdes de pragas ao
alimentarem-se principalmente de insetos, logo, sua extingdo em determinado local,
pode ocasionar a proliferacéo de pragas (TOLEDO et al., 2010). Despertam também
a atencdo para 0s compostos presentes em sua pele, que possibilitam deter o
ataque de bactérias, fungos e predadores, e cujos estudos viabilizam o
desenvolvimento de medicamentos como analgésicos, cicatrizantes, fungicidas e
remédios contra parasitas protozoarios (HADDAD, TOLEDO e PRADO, 2008).

Atualmente, os anfibios sdo considerados um dos grupos mais ameacado
entre 0s seres vivos, com 32%das espécies sob ameaca de extincdo ou ja extintos
(IUCN, 2008). Considerando que poucos estudos documentam recuperacdes
significativas em populacfes de anfibios (KNAPP, et al., 2016; ADUM, et al., 2013;
HILJE e AIDE, 2012) ha uma forte tendéncia para que o declinio global na
diversidade dos mesmos seja acentuado nos proximos anos, caso medidas de
conservacao efetivas ndo sejam adotadas.

Tendo em vista que o Brasil € lider mundial na diversidade de anfibios,
abrigando cerca de 1.080 espécies (SEGALLA et al., 2016), é de suma importancia
o fomento as pesquisas visando conhecer cada vez mais a biologia e ecologia dos
individuos deste grupo, com o intuito de viabilizar acdes de protecdo e conservagao.

Dentre as acbes de conservacdo do referido grupo, cabe destacar a
importancia da classificacdo do estado de conservacéo das espécies, realizada pela
International Union for the Conservation of Nature (IUCN) através da Lista Vermelha
(em termos globais), e a publicacdo do Livro Vermelho da fauna ameacada no
estado do Parani, em 2004, (avaliacdo regional). Tal classificacdo possibilita

determinar espécies com maior prioridade de conservacdo, auxiliando no



planejamento, gerenciamento, monitoramento e tomada de decisbes (RODRIGUES,
et al., 2006).

3.1.1 Fungo quitrideo

A quitridiomicose € uma doenca causada pelo fungo Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd), que infecta o tecido epitelial dos anfibios, causa desequilibrio
osmotico, provocando a perda de eletrolitos e podendo levar a morte (VOYLES, et
al., 2007). Trabalhos recentes (CARVALHO, et al., 2017; JENKINSON, et al, 2016;
SCHLOEGEL, et al., 2012) a relacionam como a principal causa do declinio e
extincdo de populacdes de anfibios no Brasil e nas demais regides tropicais globais.

Alguns dos fatores que podem contribuir para uma epidemia do referido
patbgeno, sado a alteracdo das condicdbes ambientais como temperatura e
precipitagdo, possibilitando desencadear como resposta o aumento do fator de
crescimento frente a condi¢cdes hostis (JAMES, et al., 2015). Varidveis ambientais
como cobertura de dossel, pH da agua, além da temperatura da agua e do ar,
podem ser preditores significativos da prevaléncia do fungo em determinadas
espécies de anuros (VALLENCIA-AGUILAR, et al. 2016).

O desmatamento em areas de vegetacdo nativa afeta a conservacdo dos
anfibios duplamente: ao reduzir seu habitat e ao provocar o aumento de infeccdes
por Bd. No que se refere a influéncia do desmatamento sobre a quitridiomicose,
ocorre que alteracdes tanto nos macroclimas quanto em microclimas sao
provocadas, aumentando assim a carga do patégeno e modificando os atributos de
comunidades, tornando-as mais suscetiveis a infec¢éo pelo fungo (BECKER, et al.,
2016).

Embora o Bd tenha sido alvo de diversas pesquisas na ultima década, o que
se sabe sobre este patdogeno, como origem, biologia e epidemiologia, ainda é
restritivo para uma acdo de conservagdo realmente efetiva, tornando necessaria a

continuidade dos estudos com o0 mesmo.

3.1.2 Outras ameacas

Muitos séo os fatores que tem contribuido ao longo das ultimas décadas para
o declinio e extincdo dos anfibios. Além do patégeno Bd, é possivel citar como



importante ameaca a perda de habitat, que além de reduzir ambientes viaveis para a
sobrevivéncia dos mesmos, provoca a diminui¢ao do fluxo génico das populagdes ao
restringir sua capacidade de dispersao geografica (CUSHMAN, 2006).

A agricultura, uma das principais atividades econdémicas do Brasil, embora
extremamente relevante e necessaria para garantia de subsisténcia da populacéo,
tem causado forte impacto ambiental da forma como é realizada. O Brasil € o maior
consumidor de agrotéxico no mundo e diversas doencas tem sido associadas ao uso
dos mesmos, além do impacto gerado ao meio ambiente ao contaminar solo, rios e
lencol freético e afetar a biodiversidade, sem contar a devastagdo das floresta
nativas para o cultivo de monoculturas. Tais fatores influenciam diretamente nas
comunidades de anfibios ao seu entorno, e podem estar relacionados a casos de
ma-formacdo, atraso no desenvolvimento larval, morte de girinos e individuos
adultos e modificacdo no comportamento dos mesmos (MACAGNAN, et al., 2016;
VASCONCELOS, 2014).

A poluicdo, incéndios e alteracdes climaticas, sdo outros fatores que podem
influenciar negativamente a conservacéao das popula¢cdes de anfibios, tendo em vista
que 0s mesmos possuem a pele permeéavel (POUGH, JANIS e HEISER, 2008), o
que o0s torna mais sensiveis a produtos quimicos, radiacdo UV, poluicdo da agua,
solo e atmosfera e alteracdes climaticas (VERDADE, et al., 2010). Esta ultima, tem
contribuido de forma direta com o declinio de populacdes de anfibios por afetar seus
microambientes como corpos d’agua de pequena profundidade utilizados para
deposicdo dos ovos e desenvolvimento dos girinos, 0s quais, com a elevacao de
temperatura e consequente evaporacdo da agua, tornam-se mais suscetiveis a
predadores e tornam o ambiente favoravel a proliferacdo de hospedeiros de
parasitas (COSTA, CARNAVAL e TOLEDO, 2012).

Neste sentido, € importante destacar que o aquecimento global é inegavel e
desde 1950, muitas mudancas observadas sdo sem precedentes ao longo de
milénios. A atmosfera e oceanos tém aquecido, a quantidade de gelo diminuido e o
nivel do mar aumentado. As trés dltimas décadas tém sido sucessivamente mais
guentes na superficie terrestre do que qualquer década anterior desde 1850, e entre
1983 a 2012 foi provavelmente o periodo mais quente dos ultimos 800 anos no
Hemisfério Norte (IPCC, 2014).
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3.1.3 Limnomedusa macrglossa

Limnomedusa macroglossa € um anuro de médio porte (machos 42-65mm,
fémeas 42-62mm), pertencente a familia Alsodidae. Possui pupilas verticais, a
coloracdo dorsal varia entre cinza ou marrom, com granulos alongados organizados
em linhas longitudinais irregulares, faixas transversais escuras nos membros
anteriores e posteriores, ventre branco, focinho arredondado e n&do possui
membrana interdigital. Ocorre em afloramentos rochosos e leitos de rios, com
distribuicdo geografica em todos os estados do sul do Brasil, e também no Uruguai,
Argentina e Paraguai (KWET, LINGNAU e DI-BERNARDO, 2010).

O canto de anuncio emitido pelos machos de L. macroglossa, hormalmente é
iniciado ap0Os o anoitecer e durante os meses mais quentes do ano, possuindo como
sitio de vocalizacdo, substratos rochosos, mantendo o corpo parcialmente submerso
ou totalmente fora da dgua. Possui estratégia reprodutiva prolongada e altamente
sazonal, com postura de cerca de 390 ovos em média, com estagio larval de no
minimo um més de duracao (KAEFER, BOTH e CECHIN, 2009).

De acordo com o Livro Vermelho da fauna ameacada no estado do Parang,
publicado em 2004, L. macroglossa esta categorizada como “criticamente em perigo”
(CR). O declinio de popula¢bes de L. macroglossa no estado esté relacionada com a
construcdo de usinas hidrelétricas, como as usinas de Salto Caxias e Salto Segredo.
(MIKICH e BERNILS, 2004). Neste contexto, é imprescindivel o esforco no sentido
de localizar e monitorar novas populacées de L. macroglossa, bem como, promover

acOes de conservacdo da mesma e de seu habitat.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de pesquisa

O presente projeto consiste em uma pesquisa de campo, que pode ser
definida como aquela onde ha a manipulacédo direta sobre o objeto de estudo em
seu local de ocorréncia, utilizando-se técnicas e materiais especificos para a
obtencao de esclarecimentos em relacdo ao fendmeno em foco. (CERVO, BERVIAN
e DA SILVA, 2007).

4.2 Local e periodo de estudo

A pesquisa sera desenvolvida em um trecho de 140 m no Rio Guarani (25°
24’ 13.89” S, 53° 06’ 54.03” O) (Fig. 01), com acesso através de uma area particular
localizada na zona rural do municipio de Trés Barras do Parand, estado do Parana,
além de buscas no interior do Parque Estadual do Rio Guarani, no mesmo
municipio, para verificar a existéncia de populacdes da referida espécie. A escolha
do local deve-se ao fato das condi¢des favoraveis para reproducao da espécie alvo,
gue ocupa afloramentos rochosos em leitos de rios, e ainda, por ja terem sido
avistados individuos adultos de Limnomedusa macroglossa no local, em expedi¢cdes
realizadas no ano de 2013.

As expedicOes serdo realizadas a partir do més de setembro de 2017, com
término em fevereiro de 2019, quinzenalmente, iniciando as 19h e encerrando as
23h.
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Fonte: Google Maps, 2017 (adaptado)
Figura 01- Foto via satélite do municipio de Trés Barras do Parana, destacando o local de estudo.

O municipio de Trés Barras do Parana possui uma area total de 504,171 Kmz2,
com 11.824 habitantes em 2010. Seu bioma caracteristico é a Mata Atlantica (IBGE,
2010); o clima da Regido é classificado como Cfa — Clima Subtropical Umido
Mesotérmico de acordo com a classificagdo de Kdppen, com precipitacdo média
anual de 1.800 a 2.000 mm e umidade relativa anual de 75 a 80%, a altitude e cerca

de 562 metros.

4.3 Metodologia

Os animais serdo localizados através de busca ativa, segundo o método do
animal focal. Apés localizados, serdo coletados os seguintes dados: gravacdo da
vocalizacdo dos machos emissores, com auxilio do gravador digital Tascam DR-40;
tamanho, com uso de um paquimetro digital; peso, com uso de balanca; fluido
epitelial utilizando o método de swabing nas regides inguinal direita, inguinal
esquerda e interdigitais dos membros inferiores e superiores, direitos e esquerdos
(LAMBERTINI et al. 2013 apud HYATT et al. 2017); temperatura do ar e da agua,
por termdémetro de mercurio; pH da agua, utilizando um pHmetro portatil Lutron PH-
221. Para cada animal, serdo utilizadas um par de luvas, para evitar falsos positivos
por contaminagado cruzada entre as amostras. Os swabs serdo acondicionados em
tubos "eppendorf’, mantidos congelados a -20° C e enviados ao Laboratorio de
Antigenos Bacterianos, Departamento de Genética, Evolucdo e Bioagentes, do

Instituto de Biologia, da Universidade Estadual de Campinas-SP, para determinacao
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incidéncia e prevaléncia do fungo nos individuos amostrados. Cada animal sera
identificado com microetiquetas alfanumeéricas, a fim de verificar modificacdes nos
padrbes de incidéncia e prevaléncia do fungo quitridio ao longo do periodo de
pesquisa, assim como, ha vocalizacdo dos mesmos. Os animais serdo liberados
imediatamente apos a coleta de material.

Para as andlises estatisticas, serdo utilizados: teste de Kruskal-Wallis (KW)
para expor a variacao sazonal na prevaléncia do fungo; teste de Mann-Whitney para
avaliarmos se o tamanho do corpo e peso diferiram entre individuos infectados e néo
infectados; modelo de regressdao multipla, utilizando a variavel dependente
(prevaléncia de Bd) e as variaveis independentes (pH da agua e temperatura da
agua e do ar); e software Raven Pro 1.5.0, para andlise do padréo das vocalizagfes.
Os testes estatisticos seréo realizados utilizando o software R.

5 CRONOGRAMA DAS ATIVIDADES

Quadro 1 — Cronograma das atividades a serem desenvolvidas

2017 2018

ATIVIDADE |J IFIM/AM|J[J]|/A|S|IOINIDJ|IFIMIAIM[J |[J |A|S |O|N|D

Escolha do X
tema

Lieli e XX XXX X XXX XXX XXX (X[ XX (XXX

pertinente

Elaboracéo X | X |X

do projeto

Entrega do X
projeto

Ppré-banca X

Coleta de XIX|IXIX|XIXIX|X XX

dados

Elab. dos XXX |X [IX|X

resultados

Discusséo
Conclusao

X | X | X | X

Elaboracéo X
do relatério

Entrega do X
relatério final

Apresentacao X
em banca

Entrega final X

Publicag3o X
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