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PROJETO DE DOUTORADO

Coevolucdo e especificidade entre anuros e dipteros hematdfagos do género

Corethrella no Sul do Brasil

INTRODUCAO

A teoria ecoldgica de comunidades prevé a coexisténcia de diversas espécies,
formando uma rede complexa de interagfes interespecificas (McCann, 2000). Tais
interacdes ndo sdo aleatorias, mas produto de um conjunto de respostas ecologicas,
bioquimicas, evolutivas e importante fonte de diversificacdo que criam dependéncia
entre os organismos que se relacionam (Dunne, 2006). As interacdes que ocorrem entre
populacBes de diferentes espécies variam de antagbnicas a cooperativas, podendo ter
efeitos positivos, negativos ou neutros sobre os individuos das espécies envolvidas. De
tal forma, a organizacdo e estabilidade das comunidades bioldgicas resultam também da
mistura desses diferentes tipos de interrelacbes (McCann, 2000; Montoya et al., 2006).

A comunicacdo entre individuos da mesma ou de diferentes espécies coexistentes
podem ocorrer de diferentes formas (e.g. pistas visuais, auditivas, quimicas, tateis) e sdo
utilizadas principalmente para atrair parceiros, estabelecer dominancia, defender
territorio e encontrar presas (Page et al., 2014). A comunicac¢do deliberada pode chegar
a um destinatario ndo intencional, como um predador ou parasita que encontra a presa
guiada por sinais de comunicacdo intraespecifica (Dash & Bhattacharyya, 2017).

Anfibios anuros sdo particularmente conhecidos por usarem um complexo sistema
de comunicagdo sonora durante a sua atividade reprodutiva. VVocalizagdes sdo espécie-
especifica, utilizadas para atrair fémeas da mesma espécie e manter seu territorio
(Gerhardt & Huber, 2002; Wells, 2007). Além da preferéncia coespecifica em
detrimento da heteroespecifica, fémeas de anuros também preferem machos que emitem
cantos mais complexos e com maior amplitude e duragdo (Ryan, 2009). Tal

conspicuidade comunicativa aumenta a vulnerabilidade desses organismos as espécies
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que interceptam esses sinais, como predadores e parasitas que identificam tais sinais
sonoros e sao atraidos por eles (para uma revisdo mais detalhada ver Page et al., 2014).

Estd bem indicado na literatura que insetos hemat6fagos do género Corethrella
Coquillett (Diptera: Corethrellidae) parasitam espécies de anuros (McKeever, 1977;
Borkent, 2008; Caldart et al., 2016). S&o vetores de Trypanosoma, parasitas intestinais
de anuros (Johnson et al., 1993; Bernal & Pinto, 2016), e candidatos a transmissores do
fungo Batrachochytrium dendrobatidis causador da quitridiomicose, relacionada ao
declinio mundial de anuros (Bernal et al., 2011). Diferente de outros insetos
hematofagos relacionados, como os da familia Culicidae (pernilongos), espécies do
género Corethrella parecem ndo serem atraidas por CO,, tampouco por sinais quimicos
(Bernal & de Silva, 2015). Em contrapartida, sdo atraidos pela vocalizacdo dos anuros
(fonotaxia). Os cantos dos anuros machos atraem também as fémeas adultas de
Corethrella, que realizam repasto sanguineo exclusivamente nas espécies desse grupo
(Camp, 2006; Borkent, 2008). Bernal et al. (2006) testaram a especificidade pela
vocalizacdo e encontraram uma alta relacdo entre o canto de uma espécie de anuro
(Physalaemus pustulosus) e a atratividade de Corethrella, reforcando a forte relagéo
entre 0s grupos. Além disso, a congruéncia entre as suas filogenias e a simpatria
pantropical demonstra a provavel coevolucdo e sua relacdo ecologica (Borkent &
Szadziewski, 1991), desde pelo menos o cretaceo inferior (Borkent, 2008).

A compreensdo dessas interacGes é fundamental para o entendimento da evolugéao
dessas espécies e estruturacdo de suas comunidades, embora poucos estudos tenham
abordado essa tematica (Hudson et al., 2006). Além disso, a interacdo entre Corethrella
e seus hospedeiros anuros no Brasil é pouco conhecida (dos quatro estudos com
corethrellideos, dois apresentam descricdo taxondmica (ver Amaral & Pinho, 2015;
Caldart et al., 2016) e dois a relacdo ecoldgica dos grupos (ver Ambrosio-Assis, 2014;
Legett et. al., 2017). Pouco se sabe sobre a interacdo entre 0s grupos e se as fémeas de
Corethrella utilizam diferentes espécies de anuros. Alguns estudos tem sugerido que
pode ocorrer algum nivel de especificidade na interacdo entre insetos e anuros, enquanto
outros indicam maior generalidade na escolha de hospedeiros. Estudo feito com a

perereca Hyla gratiosa, que ocorre no sudeste dos Estados Unidos, indicou que seu
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canto pode ser reconhecido por especies de Corethrella que estdo fora de sua
distribuicdo (McKeever & French 1991a; Bernal et al., 2006; Borkent, 2008).
Similarmente, estudo realizado no nordeste da Costa Rica, Bernal (2005) usando
armadilha sonora (“frog-call trap”) com gravacOes da ra Physalaemus pustulosus, que
ndo ocorre nessa regido, coletou diversas espécies de Corethrella. Trabalhos de campo
de Borkent (2008) no Panama e em Brunei, entretanto, demostraram que mesmo
ocorrendo diversas espécies de Corethrella nessas regides apenas C. ranapungens foi
encontrada parasitando machos de Hyla rosenbergi e outras trés espécies parasitando
Megophrys nasuta. A espécie C. ranapungens alimenta-se dos anfibios anuros Hyla
rosenbergi e Dendropsophus ebraccatus no Panama4; entretanto, essas duas espécies de
anuros estdo amplamente distribuidas ao leste da América do Sul (i.e. a distribuicdo dos
parasitas € mais restrita do que a dos hospedeiros) (Borkent, 2008). Mais recentemente,
em um estudo realizado no Norte de Borneo, Grafe et al. (2018) encontram alta
especificidade entre alguns grupos de insetos e anuros, sugerindo que possa ocorrer
particdo de hospedeiros entre as espécies de Corethrella e que ha muitas relacdes
interespecificas ndo conhecidas envolvendo essa dindmica coevolutiva.

O parasitismo pode afetar significantemente as populacdes de seus hospedeiros
aumentando mortalidade, diminuindo fecundidade, crescimento, nutricdo e alterando
comportamento (Price, 1980; Lafferty et al., 2006). Espécies de parasitas podem
também influenciar a distribuicdo temporal e espacial de seus hospedeiros,
principalmente se forem abundantes e ecologicamente importantes (Dobson & Hudson,
1986; Mouritsen & Poulin, 2002), funcionando como uma forca evolutiva reguladora na
estrutura das comunidades. Em relagdo ao sistema parasita-hospedeiro entre Coretrella
e anuros, estima-se que cada mosquito fémea se alimente em média de 0,5uL de sangue
por hora (Camp, 2006). Dessa forma, se um anuro da espécie P. pustulosus (com
aproximadamente 0,15-0,19ml de sangue corporal) vocalizar durante 4 horas e for
parasitado por 10 mosquitos durante esse periodo, isso equivaleria a aproximadamente
10-13% de reducdo de sangue corporeo total (Bernal, 2015). Adicionalmente,

observacbes de campo demonstraram que além da reducdo sanguinea 0s anuros
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despendem energia tentando afastar esses mosquitos (De Silva et al., 2015),
evidenciando altos gastos energéticos na tentativa de evitar esta interagéo.

Neste contexto, 0 entendimento das interacdes ecoldgicas entre parasitas e
hospedeiros ¢ um importante indicador da qualidade e estrutura do ecossistema (Hudson
et al., 2006), sendo que a especificidade ou generalismo de parasitismo pode revelar
grande diversidade de hospedeiros (Lafferty et al., 2008). Além disso, investigar a
interacdo entre 0s organismos desse sistema pode nos ajudar a diminuir o risco de
extincdo de espécies de anfibios anuros identificando as possiveis causas do declinio
dessas espécies. Dessa maneira, 0 presente estudo tem como objetivo principal mapear
as interacdes, tracos funcionais e distribuicdo temporal e geogréafica para investigar a
coevolugdo dos grupos de anuros hospedeiros e seus parasitas Corethrella, tanto ao
longo do tempo quanto entre as linhagens. A tese de doutorado seré organizada em trés

capitulos complementares.

Capitulo 1: Estrutura da rede de interacdo antagonica de anuros e Corethrella

1.1 - Objetivo e hipotese

Obijetivos

Geral: Determinar especificidade de Corethrella no parasitismo de anfibios anuros.

Especificos: 1) Inferir grau de especializacdo e particdo de hospedeiros por espécies de
Corethrella; 2) comparar especializagdo e particdo entre trés regides com historias
diferentes; 3) usar as redes para entender a ecologia dos mosquitos e se 0 parasitismo
difere entre espécies com maior grau de endemismo ou com maior distribuicdo

geografica.

Hipdtese
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A especificidade é diferencial ao longo das linhagens, uma vez que as espécies
passam por diferentes processos ao longo de sua histdria de vida e acumulam tracos
morfolégicos, de vocalizagdo, na distribuicdo e de defesa contra predadores e parasitas.
Isso pode refletir em intensidade de interagdes desiguais por toda a extensdo da
filogenia dos grupos, revelando maior ou menor interacéo entre as espécies dependendo

da historia de vida conjunta.
1.2 - Material e Métodos
Area de estudo — Os dados serdo coletados no Parque Estadual da Serra do Tabuleiro

(PAEST), Parque Nacional de S&o Joaquim (PNSJ), Parque Estadual do Acarai
(PAEAC) e no municipio de Floriandpolis, estado de Santa Catarina, Brasil. O PAEST

e PNSJ possuem vegetacOes caracteristicas de Campos Gerais ou de altitude, as Matas
de Araucarias, localizadas mais comumente nas encostas e nos vales, e a Floresta
Pluvial Subtropical que ocupa o fundo dos vales e as Matas Nebulares (IBGE, 2012). Ja
0 PAEAC e o Municipio de Floriandpolis estdo localizados na planicie litoranea,
inseridas na ecorregido Serra do Mar (Scaramuza et al., 2011). A escolha dessas areas
estd baseada em processos historicos e biogeograficos diferenciados, definidas por um
gradiente latitudinal proposto por Scaramuza et al. (2011) — no caso dos dois pontos
litoraneos, PAEAC e Floriandpolis, e por um gradiente longitudinal em relacdo aos dois
pontos a oeste (PAEST e PNSJ) e os dois litoraneos (Ledru et al., 2017).

Coleta de Dados — As amostragens serdo realizadas em ambientes Iénticos e ldticos,

distribuidas ao longo das quatro areas descritas acima. Para cada espécies de anfibio
serdo instaladas em cada area de estudo seis armadilhas do tipo CDC-modificada (frog-
call trap; fig. 1a) com caixa de som acoplada tocando playback da vocalizacdo de
anfibios anuros (McKeever & Hartberg 1980). Além dessas seis armadilhas, em cada
area serdo instaladas armadilhas-controle, nas quais tocara o playback de algum som de
complexidade e amplitude proxima a dos cantos de anuros (e.g. a cangdo The Dark Side

of the Moon da banda Pink Floyd). Cada armadilha distara pelo menos 30m entre si e
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400 metros entre areas (réplicas). As coletas iniciardo uma hora apds o crepusculo
(horério de pico de atividade da maior parte das espécies de anuros) e cada armadilha
ficara ligada por pelo menos 3 horas cada vez com uma vocalizacdo de uma espécie de
anuro. Pelo menos cinco campanhas serdo realizadas em cada &rea, servindo como
réplicas temporais. As vocaliza¢bes que servirdo de iscas para as armadilhas serdo
selecionadas por revisao da literatura (fig. 1b). As espécies de Corethrella capturadas
em uma armadilha reproduzindo o canto de uma espécie de anuro serdo consideradas

como uma interacéo parasita-hospedeiro.

E ‘ |E|
Identificacdo das espécies
presentes nas areas

: ‘Es

Selegdo de complexidade de
canto

¥ - 5 Caixa de som 1/
Identificacdo das relagdes
filogenéticas e distribuicdo
’ I
Revisdo da
Analise da historia de vida
literatura

5 Cooler de -] Definicdo das espécies
sucgao

Figura 1. Armadilha CDC-modificada com caixa de som (a). Fluxograma para escolha

de espécies (b).

Andlise de dados — Primeiro sera testado o efeito das espécies de anuros sobre a

abundancia e riqueza de Corethrella atraidos, serdo construidos Modelos Lineares
Generalizados (GLM) para dados de contagem (com distribuicdo de Poisson, quasi-
Poisson ou binomial negativa). Em seguida, serd construida uma matriz de interagdo
com base na ocorréncia de espécies de Corethrella nas armadilhas com diferentes

cantos de anuros. Esta matriz sera projetada como uma rede bipartida (e.g. Bocaletti et
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al. 2006), na qual um conjunto de veértices representando as espécies de Corethrella
serdo conectados por arestas de peso a outro conjunto de vértices representando espécies
de anuros. Serdo testadas duas estruturas antagénicas de rede— aninhamento (métrica
NODF, Almeida-Neto et al. 2008) e modularidade (métrica Q, Newman 2006)—e
comparadas com acaso mediante modelos nulos (e.g. Bascompte et al. 2003). Ambas
estruturas sugerem distribuicdo heterogénea do uso dos anuros pelas espécies de
Corethrella. No entanto, aninhamento sugere a presenca de algumas espécies de
Corethrella mais generalistas (utilizam a maioria das espécies de anuros) e outras mais
especialistas (utilizam as espécies de anuros mais comuns); por sua vez, modularidade
sugere uma particdo de recurso, com grupos de Corethrella utilizando conjuntos
distintos de espécies de anuros. Por fim, sera avaliada se a filogenia das espécies de
Corethrella explica a estrutura da rede mediante teste de Mantel, correlacionando a
distancia filogenética (segundo a filogenia proposta por Borkent (2008) para
corethrelideos e Pyron et al.(2018) para anuros) de Corethrella com a intensidade de
uso das espécies de anuros (indice de similaridade entre incidéncia de Corethrella nas
armadilhas). Todas as andlises serdo realizadas no software R. v.3.5.0 (R core team
2018).

1.3 - Resultados esperados

Espera-se que as espécies de Corethella utilizem de forma diferente o0s
hospedeiros dependendo da historia de vida conjunta (e.g. espécies que ficaram isoladas
em reflgios devem ser mais relacionadas do que aquelas que ficaram separadas).
Adicionalmente, aquelas espécies de anuros que variam em distribui¢cdo (com maior ou
menos grau de endemismo) provavelmente devam apresentar diferencas na abundancia
e especificidade de parasitismo - conforme discutido na introducao as espécies dos dois

grupos se distribuem de forma desigual.
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Capitulo 2: Variagdo no periodo de atividade de anfibios anuros e sua relacdo com

abundancia e diversidade de Corethrella

2.1 - Objetivo e hipotese

Obijetivo

Geral: Investigar a interacdo entre espécies Corethrella e seus hospedeiro anuros,
examinando como a abundancia e diversidade da comunidade desses insetos varia entre
guildas de anuros com periodos de atividades distintos.

Especificos: 1) Inferir grau de especializacdo de hospedeiros anuros com diferentes
periodos de atividade por espécies de Corethrella; 2) usar teste de diversidade para

entender a diversidade de espécie de mosquitos em diferentes periodos do dia.

Hipotese

Diferentes espécies de anfibios anuros tem periodo de atividade distinto e esta
variacdo pode ser resultado do parasitismo, pressdo de predacdo e competicao.
Entretando, independente da causa, a hiptese é que as espécies de Corethrella
parasitam preferencialmente espécies com atividade crepuscular e noturnas, uma vez
que esses sdo 0 seu periodo de atividade e, portanto, apresenta uma relacdo histérica

entre os anuros e corethrellideos.

2.2 - Material e Métodos

Coleta de Dados — As amostragem ocorrerdo nas mesmas areas descritas no capitulo 1,

com diferenca no desenho amostral. Muitas espécies de anuros apresentam periodo de
atividade diferente, englobando espécies exclusivamente diurnas, noturnas ou
crepusculares, algumas espécies vocalizam em dois desses periodos e outras que estdo

em atividade ao longo de todos esses momentos. Sendo assim, as 6 armadilhas contendo
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a vocalizacdo de anuros com diferentes periodos de atividade total serdo aleatoriamente
instaladas em trés periodos do mesmo dia (diurno, noturno e crepuscular). Os Playbacks
de vocalizagéo dos anuros serdo selecionados seguindo o banco de dados Amphibio 1.0
(Oliveira et al., 2017) e suas respectivas distribui¢es. Esse banco de dados contém
dados de tracos ecologicos de 6.000 especies de anfibios, incluindo o periodo total de

atividade.

Anélise de dados — Os mosquitos serdo capturados ao longo dos trés periodos de

atividade (diurno, noturno e crepuscular), nas armadilhas com diferentes vocaliza¢des
de anuros. Serdo comparadas as diferencas de abundancia geral de insetos usando
ANOVA ou GLM de amostras independentes. A diversidade serd comparada usando o
indice de Shannon e a uniformidade de Pielou (Hill, 1993). Serdo construidas curvas de
distribuicdo de abundancia ordenada. Para explicar espécies raras, sera utilizada curva
de suavizacdo de Beal a fim de estimar a probabilidade de ocorréncia de cada espécie
para cada tratamento (De Caceres & Legendre, 2008). Todas as analises serdo realizadas
no software R v. 3.5.0 (R Core Team, 2018)

2.3 - Resultados esperados

Espera-se que as guildas de espécies (considerando que pertencem a mesma
guilda as espécies que apresentam o0 mesmo periodo de atividade) apresentem
diferencas no parasitismo por Corethrella. Mais especificamente, a expectativa € que as
especies com atividade exclusivamente diurnas sejam menos parasitas ou néo
parasitadas e as espécies crepusculares sejam as mais parasitadas, ja que esse € 0

periodo de maior atividade das espécies de insetos (Borkent, 2008).

Capitulo 3: Evolugdo de nicho climéatico de Corethrella e anfibios Anuros: um
olhar para a historia de vida

3.1 - Objetivo e hipdtese
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Objetivo

Geral — Comparar, em larga escala, a evolugdo do nicho climatico dos parasitas
hematofagos Corethrella e anfibios anuros.

Especificos — 1) descrever a estrutura geral do espaco de nicho climatico dos grupos,
Corethrella e anuros; 2) testar a variacdo nas taxas de evolucdo de nicho climatico,
tanto entre os clados como ao longo do tempo; 3) avaliar possivel relacdo entre
evolucdo do nicho climatico e mudancas climaticas de larga escala ao longo das

historias de vida de Corethrella e anuros.

Hipotese

Diferentes linhagens tendem a manter o nicho climatico de seus ancestrais, mas
também podem ocupar novas areas do nicho climéatico & medida que estes se tornam
disponiveis durante a histéria evolutiva do clado. Portanto, a hip6tese € que ha alta
heterogeneidade de nicho dentro dos taxons (heterotachy) do mesmo grupo (Corethrella
e anuros), tanto ao longo do tempo quanto entre as linhagens, e que essas variagdes sdo
semelhantes entre 0s grupos uma vez que 0s parasitas sdo dependentes de seus
hospedeiros.

3.2 - Material e Métodos

Coleta de Dados — Este sera um capitulo baseado em banco de dados. Conforme

Jetz & Pyron (2018) a filogenia das espécies de anuros compreendem 7.238 espécies e a
familia Corethrellidea 117 espécies conhecidas (Borkent, 2008) distribuidas
mundialmente. Dados de distribuicdo (em formato shapefile) dessas espécies serdo
obtidos a partir do banco de dados da International Union for Conservation of Nature
(IUCN, 2012). Informagdes de 19 variaveis biocliméaticas e uma topografica, com

resolucgéo espacial de 2.5° (~5 Km), serdo retiradas do banco de dados WorldClim GIS
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V. 2.0 (Hijmans et al., 2005). Estas serdo combinadas com as shapefiles das espécies em
ambiente R v. 3.5.0 (pacotes raster v. 2.3-24, rgdal v. 0.9-1, maptools v. 0.8-34 e plyr v.
1.0) (R core team 2018) a fim de extrair as suas coordenadas geograficas e valores de
cada uma das 20 varidveis. Para permitir comparacdo entre varidveis com unidades
diferentes, os valores da matriz das 20 variaveis serdo transformados em z-scores (Abdi
& Williams, 2010).

Anélise de dados - Uma andlise de PCA (Principal Component Analysis) sera

realizada com base na matriz de correlacdo entre as multiplas variaveis de unidades
diferentes, com o objetivo de diminuir a sua dimensionalidade. Com o auxilio do
modelo Broken Stick (Jolliffe, 2011) a multidimensionalidade dos dados sera reduzida
aos componentes principais que expliquem em conjunto mais de 75% da variagdo dos
dados.

Para descrever como 0s tracos respondem as mudancas ao longo da historia
evolutiva e se ocorre, ou nao, conservacdo de nicho através da existéncia de sinal
filogenético, serdo utilizado quatro modelos evolutivos: 1) White Noise (WN): modelo
ndo filogenético de variagdo randémica, no qual ha independéncia entre a similaridade
das espécies e a sua relacdo filogenética; 2) Model of Pagel: baseado no parametro
lambda, o qual revela se os padrbes de covariancia entre as espécies em uma
determinada caracteristica esta previsto na filogenia, se consistente com o modelo de
variancia constante — Brownian motion (Pagel, 1999); 3) Ornstein-Uhlenbeck (OU): é
um modelo de variacdo estabilizadora em que os valores das caracteristicas sao
limitados a um determinado intervalo (Hansen, 1997); e 4) Early Burst model (EB),
também chamado de modelo de aceleragdo-desaceleracdo (ACDC), descreve uma
aceleracao inicial seguida de uma diminuicdo exponencial da taxa evolutiva (Harmon et
al. 2010).

As filogenias baseadas em Jetz & Pyron (2018) e Borkent (2008) serdo utilizadas
para testar os modelos evolutivos. No entanto, como as arvores propostas por estes
autores sdo nado-ultramétricas havera a necessidade de equiparar as distancias das
diferentes espécies. Para tanto, sera utilizado o pacote ape v.1.1 em ambiente R testando

os modelos correlated, relaxed e discrete e repetindo as analises para cada um destes
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modelos. Todas as analises serdo realizadas com o auxilio do software R v. 3.5.0 (R

Core Team, 2018).

3.3 - Resultados esperados

Espera-se que os autovetores da PCA dos dois grupos, Corethrella e anuros,

estejam mais fortemente associados as mesmas variaveis bioclimaticas e com nichos

climéticos igualmente conservados. Espera-se 0 mesmo entre 0s grupos, sendo que a

maioria das linhagens do mesmo clado deve compartilhar biétopos semelhantes e que

haja alta inter-relacdo nesse sistema coevolutivo.
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