Interag6es antagonistas entre helmintos e anfibios: o que determina as

infecgbes?

Introdugéo

Parasitos sdo componentes importantes da diversidade global ndo apenas por
constituirem uma fragao significante de biomassa, mas especialmente pelo papel que
desempenham nos ecossistemas (Marcogliese, 2004). Esses organismos podem
regular as populagdes de seus hospedeiros, estabilizando as teias alimentares e
estruturando as comunidades de animais de vida livre (Poulin & Morand, 2004). Além
disso, sdo bons indicadores do ambiente e da biologia de seus hospedeiros. Parasitos
sdo marcadores bioldégicos da estrutura populacional (Catalano et al.,, 2013),
filogeografia dieta e interagdes troficas dos seus hospedeiros (Marcogliese, 2004) de
seus hospedeiros.

Anfibios constituem um grupo de organismos muito importante para estudos da
infeccao por parasitos. O estudo dos macroparasitos de anfibios é consistentemente
relevante para a conservagéo desse grupo de vertebrados e para compreensao geral
da ecologia de interagdes (Kropivnikar et al., 2012). Os anuros constituem o grupo de
anfibios mais diverso e amplamente distribuido geograficamente (Frost, 2014); e
dentre seus parasitos, os helmintos compreendem o grupo mais conspicuo. Anfibios
sdo parasitados pelos principais grupos de helmintos (Acanthocephala, Nematoda,
Cestoda e Trematoda) em estagios larvais e adultos (Campiao et al., 2014).

O estudo da interacao parasito-hospedeiro indica relagdo como os parametros
de infeccdo, como riqueza e composicdo das comunidades parasitarias, estao
relacionadas a diversas caracteristicas dos hospedeiros, como dieta, tamanho,
ontogenia, habitat e habito (Campido et al., 2015). Em relagdo aos atributos dos
parasitos que compde essas comunidades, parece haver um consenso acerca da
baixa especificidade dos helmintos (Campido et al., 2014); embora seja possivel que
essa baixa especificidade esteja restrita a determinados grupos taxondémicos ou faixas

ontogenéticas dos helmintos.

Informagdes acerca do padrao de infecgdo em diferentes espécies de anfibios
abundantes na regido possui aplicagbes diretas para definicdo do status de
conservagao da espécies. Além disso, a geracédo de conhecimento sera um importante
resultado do projeto, devido ao carater multidisciplinar da proposta, as informagdes



geradas contribuirdo para um avango cientifico em areas como Ecologia e

Conservagéo, e Zoologia.

Justificativa

Doengas infecciosas emergentes estao entre as causas mais importantes de
perda de diversidade de anfibios no mundo (Blaustein et al. 2012, Daszak et al. 2013).
Patdgenos e parasitas tém uma variedade de efeitos deletérios em seus hospedeiros,
incluindo modificagdes comportamentais, e redugdes nas taxas de desenvolvimento e
reprodugdo. O numero de evidéncias dos efeitos nocivos dos parasitos é crescente
(Koprivnikar et al., 2012). Eles podem influenciar hospedeiros anfibios de formas sutis
e complexas, diminuindo as taxas de crescimento e reprodugao. Esses efeitos podem
resultar em aumento das taxas de mortalidade e declinios populacionais (Marcogliese,
2004). Porém, também podem causar efeitos drasticos e diretos, como por exemplo a
espécie parasita Ribeiroia ondatrae, que causa deformagdes severas em anfibios e é
apontada como uma séria ameaga a populagdes no hemisfério norte (Blaustein et al.
2012).

Adicionalmente, estudos recentes mostram que fatores ambientais como a
fragmentagdo de habitat, pesticidas, e eutrofizagdo, tem potencial de exacerbar a
intensidade das infec¢des (Blaustein et al. 2012). Essas mudangas podem tanto
diminuir a capacidade de resposta imunolégica dos hospedeiros, como também
aumentar o numero de estagios infectantes dos parasitos no ambiente (Johnson et al.
2007). Diversos estudos sugerem que as mudangas ambientais, incluindo o aumento
das temperaturas terdo influéncias significativas sobre infecgbes e surgimento de
patégenos, desencadeando novos surtos de doencgas infecciosas (Brooks et al. 2014).
Assim, o estudo de infecgbes por macroparasitos tem potencial como ferramenta
importante para conservacdo das espécies de anfibios. O levantamento de
informacdes sobre infeccbes em populagdes naturais € comum em diversos paises do
mundo, mas ainda muito rara no Brasil. Assim, a presente proposta representa uma
iniciativa inovadora, que resultara em resultados inéditos para espécies da Floresta

Atlantica brasileira.

Objetivos



Diante da escassez no conhecimento acerca da interacao dos anfibios com
outros organismos, e da importancia dessas interagdes na dindmica populacional e
montagem das comunidades, o objetivo principal deste estudo é inventariar e
descrever os padrées de infecgdo de parasitos associados as espécies de anfibios
mais abundantes e representativos na regido da Floresta Atlantica no estado do
Parana. Serdo calculados os parametros para descrever as populagdes e
comunidades parasitarias, como prevaléncia, abundancia, intensidade de infeccéo e
riqueza de espécies (Bush et al., 1997). Adicionalmente, serdo considerados
diferentes aspectos da biodiversidade, como medidas de diversidade taxonémica e
analises de rede de interagdes (que descrevem os padroes de distribuicdo da riqueza
de espécies). As medidas de diversidade serdo interpretadas considerando os
aspectos morfolégicos (como o tamanho), ecolégicos (como o habito) e filogenéticos

de cada espécie de hospedeiro amostrada.
Metodologia
Coleta dos anfibios

O estudo sera realizado em diferentes localidades da Floresta Atlantica, nos
estados do Parana. Uma das regides ja selecionadas € a Reserva Natural do Rio
Cachoeira, Antonina, Parana. Também pretendemos coletar na Reserva Mananciais

da Serra, e outras UCs.

Dentre os anfibios mais abundantes nas regides selecionadas, serao coletados entre
20 e 30 espécimes de cada espécie de anuro, de acordo com o resultado das analises
de curva de acumulo de espécie. Esse numero de espécimes é geralmente uma
fragdo pequena das populagdes (considerando espécies ndo ameagadas), mas € um
numero satisfatério para inventariagdo dos parasitos (Campido et al.,, 2015) pelo
meétodo de procura visual limitada por tempo (PVLT), que consiste na realizagdo de
deslocamentos a pé, lentamente (cerca de 70 metros por hora). A PVLT sera realizada
sempre no periodo noturno, quando os anfibios estdo em atividade. Esse método de
busca é muito eficiente, pois permite coletar anfibios de diversos habitos, uma vez que
inclui a busca em abrigos e diversos microambientes visualmente acessiveis. As
coletas serdo realizadas no verdo, durante quatro dias consecutivos. As espécies
ameacadas de extingdo (lista oficial de espécies ameagadas) que possam ocorrer na
regido ndo seréo coletadas. Os anfibios capturados serdo eutanasiados com aplicagao
de dosagem excessiva de anestésico (método aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal do Parana). Para cada espécime, sera registrado o

comprimento-rostro-cloacal (CRC) e sua massa corporea. Em seguida, todos os



orgaos internos e a cavidade celomatica serdo examinados quanto a presenga de

helmintos.

Coleta e preparo dos helmintos

Todos os helmintos serdo coletados, fixados, quantificados e preparados para
analise de acordo com metodologias classicas (Amato et al., 1991). Os helmintos
coletados serdo conservados em solugédo de alcool 70% até o momento do preparo
das laminas temporarias para identificacdo. Para o preparo de laminas temporarias os
nematodides serdo clarificados com lactofenol de Aman; os cestoides, trematddeos e
acantocéfalos serao corados com carmim cloridrico e clarificados com creosoto de

Faia.

Para a caracterizagdo morfologica, e posterior identificagdo dos helmintos, seréo
obtidos os dados morfométricos e fotomicrografias em sistema computadorizado para
analise de imagens, adaptado aos microscépios com o sistema de contraste
interferencial de fase. A determinacao das espécies de helmintos sera feita com base
nas principais chaves de identificagdo (Travassos et al., 1969; Vicente et al., 1990;
Gibson et al., 2002; Jones et al., 2005; Anderson et al., 2009 e Gibbons, 2010), além
de artigos e publicagdes recentes.

Analises de dados

Seréo registradas o numero de helmintos para cada individuo (riqueza média) e para
cada espécie de hospedeiro (riqueza total). Neste estudo a riqueza de espécies de
helmintos sera estimada para cada hospedeiro utilizando o Jackknife (S(JK)), indicado
como o estimador de riqueza de espécies mais robusto para comunidades parasitarias
(Poulin, 1998; Zelmer & Esch, 1999).

Outra medida de diversidade sera diversidade taxonémica de parasitas, calculado

através do indice de Distingdo Taxondmica (A+).

Para quantificar a correlagédo entre as caracteristicas dos hospedeiros (como tamanho,
habito, filogenia) e as caracteristicas das comunidades de parasitos (diversidade,
composicdo) serdo construidos modelos lineares generalizados (GLMs) (Bolker,
2007), assim como modelos e equagbes nao lineares derivados de GLMs que
permitam a inclusdo da filogenia (Paradis & Claude, 2002). A relagédo entre o grau de
especificidade e carateristicas dos parasitos também serdo investigados pela

construgao de modelos lineares (e derivagées) (Bolker, 2007).



Resultados esperados

Estudar a helmintofauna, bem como sua influéncia na ecologia e historia
natural dos anuros, € de extrema importancia para ciéncia basica, e contribuira para o
conhecimento cientifico nas areas de parasitologia, zoologia e ecologia. Este estudo
sera uma importante contribuicdo para o inventario da helmintofauna parasita dos
anfibios mais representativos Floresta Atlantica. Inventarios de helminto fauna servem
assim de subsidio para estudos dos ciclos parasitarios, que séo desconhecidos para
praticamente todas as espécies de anuros desta regido. Os resultados deste estudo
permitirdo uma maior compreensdo da histéria de vida e ecologia dos anfibios da
Floreta Atlantica, e essas informagdes podem futuramente subsidiar planos de manejo
e conservagao dessas espécies. Além de desvendar parte da biodiversidade criptica
da regido da Floresta Atlantica, os resultados deste estudo contribuirdo para
elucidagdo de questbes importantes na compreensdo da interagcdo parasito-
hospedeiro. Através de uma anadlise comparativa das comunidades parasitarias de
anfibios de diferentes habitos e linhagens evolutivas, os resultados deste estudo
auxiliardo na elucidagdo da importancia de fatores ecoldgicos e filogenéticos na
estruturacdo das comunidades parasitarias.
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