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Salmos 115

1. Nao a nos, SENHOR, ndo a nos, mas ao teu nome
da gloria, por amor da tua misericordia e da tua
fidelidade.

2. Por que diriam as nagoes: Onde estd o Deus
deles?
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18. Nos, porém, bendiremos o SENHOR, desde
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RESUMO

A Classe Amphibia sofre diversos fatores de ameacas de forma natural ou
provocada, fazendo essas espécies declinar diante da perda de habitat e
doencas emergentes por virus, bactérias e helmintos. Ha ainda outro fator
gue vem causando declinios em massa de espécies de anfibios acarretados
pela quitridiomicose causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis. O
objetivo deste trabalho é obter um diagndstico das metodologias utilizadas
para identificacdo de fungos patégenos como o Batrachochytrium
dendrobatidis assim como verificar a ocorréncia de fungos associados a
comunidade de anfibios anuros no Parque Estadual de Dois Irméos, Recife-
PE. A metodologia consistiu de coleta de dados realizada através de analises
bibliograficas abrangendo informacbes sobre métodos utilizados para
deteccdo do fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), em bases de
pesquisa como a Plataforma Capes, Scielo, Scorpus, em artigos cientificos
publicados nos anos de 2007 a 2017; além de coletas bimestralmente durante
dez dias consecutivos, nos turnos diurnos e noturnos, no periodo de outubro
de 2015 a abril de 2017 no Parque Estadual Dois Irmaos, uma Unidade de
Conservacao de Mata Atlantica umida, localizado na Regido metropolitana do
Recife (8°7'30"S e 34°52'30"W), com area de 1.157,74 ha, desses, 14 ha esta
situado o Zooldgico de Recife. O material bioldgico foi coletado através de
swabs estéreis aplicados na superficie do dorso, ventre, dedos e membranas
interdigitais de anuros, sendo esse material bioldgico conservado em baixas
temperaturas para a realizacdo de futuras analises microbiolégicas. Obtendo
0S seguintes resultados como a categorizacdo de 8 técnicas de identificacdo
da quitridiomicose através de uma revisdo bibliografica em 92 artigos
cientificos publicados em 29 revistas cientificas, sendo possivel obter 31 tipos
de métodos para se trabalhar com os anfibios para se obtiver o produto final
gue é a presenca do fungo Batrachochytrium dendrobatidis e para as analises
microbiologicas foram coletadas amostras biologicas de 32 individuos de
anuros distribuidos em 10 espécies de anuros pertencentes a 4 familias de
anuros, dessas amostras foi possivel identificar fungos pertencentes a familia
Trichocomaceae com as espécies de Penicillium aurantiogriseum (Dierckx),
Penicillium fellutanum, Penicillium citrinum, Aspergillus sp. e Paecilomyces sp,
além do género Tremella sp. Pertencente a familia Tremellaceae. Esse
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trabalho desempenha e fornece conhecimentos conservacionistas para
diminuicdo de declinios de anuros assim como prover dados com potenciais
farmacoldgicos.

Palavras chaves: Batrachochytrium dendrobatidis, quitridiomicose, declinio de
anfibios e microbiota.
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SUMMARY

The Amphibia Class suffers various natural or induced threat factors, causing
these species to decline in the face of habitat loss and emerging diseases by
viruses, bacteria and helminths. There is also another factor that has been
causing mass declines in amphibian species caused by chytridiomycosis
caused by the fungus Batrachochytrium dendrobatidis. The objective of this
work is to obtain a diagnosis of the methodologies used to identify pathogenic
fungi such as Batrachochytrium dendrobatidis as well as to verify the
occurrence of fungi associated with the anuran amphibian community in Dois
Irméos State Park, Recife, PE. The methodology consisted of data collection
through bibliographical analyzes covering information on methods used to
detect the fungus Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), in research bases
such as the Capes, Scielo and Scorpus platform in scientific articles published
in the years 2007 to 2017 ; in addition to collecting bimonthly for ten
consecutive days, in the day and night shifts, from October 2015 to April 2017
at Dois Irméos State Park, a Wet Atlantic Forest Conservation Unit located in
the metropolitan region of Recife (8 ° 7 '30 "S and 34 ° 52'30" W), with an area
of 1,157.74 ha, of which 14 ha is located the Zoo of Recife. The biological
material was collected through sterile swabs applied to the surface of the
back, belly, fingers and interdigital membranes of anurans, and this biological
material is conserved at low temperatures for future microbiological analyzes.
Obtaining the following results as the categorization of 8 techniques of
identification of chytridiomycosis through a bibliographic review in 92 scientific
articles published in 29 scientific journals, it being possible to obtain 31 types
of methods to work with amphibians to obtain the final product that is the
presence of the fungus Batrachochytrium dendrobatidis and for the
microbiological analyzes were collected biological samples of 32 individuals of
anurans distributed in 10 species of anurans belonging to 4 families of
anurans, of these samples it was possible to identify fungi belonging to the
family Trichocomaceae with the species of Penicillium aurantiogriseum (
Dierckx), Penicillium fellutanum, Penicillium citrinum, Aspergillus sp. and
Paecilomyces sp., in addition to the genus Tremella sp. Belonging to the
Tremellaceae family. This work performs and provides conservationist
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knowledge to reduce anuran declines as well as to provide data with
pharmacological potentials.

Key words: Batrachochytrium dendrobatidis, chytridiomycosis, amphibian
decline and microbiota.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os ecossistemas mundiais vém sofrendo com a perda da
biodiversidade (MOYLE E WILLIAMS, 1990; DIEMER E SCHMID, 2001,
PRIMACK ERODRIGUES, 2001), devido a destruicao dos habitats naturais
por influéncias antropicas, diante dessa problematica os anfibios anuros sao
considerados um dos grupos de animais mais ameacados de extincdo no
mundo (VERDADE et al., 2010). E como medida preventiva para conservacao
da biodiversidade existe as unidades de conservacdo, com funcdo de
preservar o habitat natural, contribuindo de tal forma, que estara preservando
um maior nimero de espécies possivel, de acordo com critérios de selecao
de areas prioritarias para ser conservado (PRESSEY et al., 1993; SILVA et
al., 2005). Uma forma de identificacdo de areas prioritarias para conservacao
€ por meio dos hotspots, baseando-se em critérios como endemismo e grau
de ameaca de habitats naturais degradados (MYERS et al., 2000). A Mata
Atlantica e o Cerrado brasileiro sdo um destes hotspots (MYERS et al., 2000).

A Mata Atlantica apresenta um dominio morfocliméatico que favorece um
alto grau de endemismo (FEIO, R. N. et al., 1998; LEWINSOH & PRADO,
2004; SBH; 2009), sendo um bioma megadiverso, todavia 0 mais ameacado
(MYERS, N. et al, 2000). Uma das maiores riquezas do mundo € a fauna de
anfibios que a Mata Atlantica abriga com mais de 350 espécies, sendo a
maioria descritas nos ultimos 40 anos (SBH, 2012).

Declinios populacionais de anfibios anuros ja esta observado em varias
areas sendo considerado um problema mundial, tendo registro desde a
década de 80 em diferentes biomas, principalmente na Mata Atlantica. Os
fatores que induziram a diminuicdo de populacfes de anfibios anuros e até
mesmo a extincdo de muitas espécies sdo o desmatamento, mudancas
climéticas, chuva acida, poluicdo terrestre e aguas continentais, aumento da
radiacdo de raios ultravioleta B (UVB),doencas infecciosas (LANOO, 2005),
diminuicdo da camada de ozénio e introducdo de espécies exoticas (HEYER
et al. 1988; WEYGOLDT 1989; ABELSON 1990; BLAUSTEIN 1994;
BLAUSTEIN & WAKE 1995). E isso € notavel através de anuros que sao
bioindicadores de qualidade ambiental (BEISWENGER 1988; WEYGOLDT
1989; VITT et al. 1990; BLAUSTEIN & WAKE 1995) passando a adquirir
comportamentos diferentes ao habitual, como ocupar habitats diferentes
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devido a perda ou fragmentacdo de habitat, importante principalmente para
espécies dependentes de micro habitat e microclimas florestais especificos
(BERTOLUCI et al.,, 2007), sendo esses dados sugerido como objeto de
estudo na elaboracdo de planos de manejo para ocorrer conservacao de
habitats terrestres e aquaticos (e.g. BEISWENGER 1988; GIBBONS 1988;
KENNETH DODD & CHAREST 1988) et al.,, 2001). Segundo o histérico de
fragmentacdo e degradacdo das Florestas Ombroéfila Mista, estd sendo
considerada a possibilidade de que algumas popula¢gdes estejam sofrendo ou
ja sofreram processos de declinio, e até tenham desaparecido de seu habitat
natural (BEEBEE & GRIFFITHS, 2005; HADDAD & PRADO, 2005). Para o
entendimento dos padrdoes de diversidade e distribuicdo das populagdes de
anuros tornam-se cruciais para obter decisbes conservacionistas para
amenizar fatores de declinio (SILVANO & SEGALLA, 2005; ETEROVICK et
al., 2005). Diante de tantos fatores que ameacam os anfibios, existe também
a ameaca por microbiota presente na pele dos mesmos. Essa microbiota
associada a mecanismos bioquimicos, que séo decorrentes da secrecéo das
glandulas que pertencem a pele, proporciona uma protecdo contra 0S
microrganismos. Sendo essa protecéo natural afetada por diversos fatores de
condi¢cbes ambientais adversas, os anfibios tornam-se totalmente vulneravel a
infeccBes por patdégenos (CLOSS, F. K.; PUTZKE, J., 2017)., decorrente a
algum descontrole ambiental a microbiota que protegia passa a ndo proteger
mais fazendo com que abram as portas para fungos patogénicos atuarem e
ser o dos principais motivos do declinio em populacbes de anfibios, que
ocorre principalmente no bioma Mata Atlantica (CLOSS, F. K.; PUTZKE, J.,
2017).

O patogeno atualmente mais registrado e associado ao declinio de
anfibios € o fungo Batrachochytrium dendrobatidis que foi descrito utilizando
materiais organicos em ambiente estéril umido, areia do rio, crescendo em
penas estéreis, algas mortas e em exoesqueletos de artropode (GARMYN, et
al, 2012), esse fungo apresenta afinidade pela queratina de outras fontes, em
especial a queratina de algas, porém na auséncia dessas algas o fungo supriu
a necessidade pela queratina da epiderme de anfibios tornando-se um dos
motivos que vem contribuindo para que ocorra a infeccdo por B. dendrobatidis
em anfibios, que de acordo com o quadro de vulnerabilidade dos mesmos
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comecou a surgir relatos de morte em espécies sensiveis (MCMAHON, et al,
2013). Diante disso a forma de disseminacao se alastrou e hoje € responsavel
pelas graves diminuicdes ou extingdes populacionais em varias regides do
nosso planeta. Com isso a biologia desse patdégeno estd sendo ainda muito
desconhecida, o que continua sendo uma area de pesquisa ativa para
ecologistas e bidlogos em buscas de metodologias para o controle de declinio
aos anfibios.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Obter um diagnéstico das metodologias utilizadas para identificacdo de
fungos patégenos como o Batrachochytrium dendrobatidis assim como
verificar a ocorréncia de fungos associados a comunidade de anfibios anuros
no Parque Estadual de Dois Irméos, Recife- PE.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Obter diagnéstico das metodologias utilizadas no registro do fungo B.
dendrobatidis, com base em dados secundarios;

2.2.2. Verificar a ocorréncia de fungos filamentosos associados ao tegumento
da pele de anfibios analisando tipos de simbiose aos mesmos.

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. ASPECTOS DA HISTORIA DE VIDA DOS ANUROS

A Classe Amphibia é caracterizada por vertebrados tetrapodes que
possui tegumento umido e nenhuma escama. Os anfibios sdo compostos por
ordens distintas denominadas de Anura (sapos, ras e pererecas); Urodela
(tritdbes e salamandras) e Gymnophiona (cecilias) segundo POUGH et al,
2008. Os anfibios possuem quatro patas desenvolvidas, mas ocorre que
algumas salamandras ndo apresentarem patas e todas as cecilias ndo possui
patas, sendo também chamados de &apodes. Os anfibios necessitam da
superficie do tegumento umido para realizar trocas gasosas e também liberar
o diéxido de carbono para 0 meio externo.

Os anuros possuem duas fases de vida, a fase larval que ocorre no
meio aquatico cuja respiracdo se da por meio de branquias; e a fase adulta
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gue ocorre no meio terrestre respirando por meio de pulmdes e por respiracéo
cutdnea em ambiente umido o que permite que a superficie do corpo esteja
sempre Uumida facilitando a troca de gases. Além disso, existem espécies de
anuros que nao possui desenvolvimento larval, apresentando
desenvolvimento direto, nascendo anuros em miniaturas iguais a fase adulta,
tendo como exemplo o Pristimantes ramagii (Boulenger, 1888).

Os anuros sao importantes por serem biocontroladores, controlando a
fauna de insetos, mamiferos e aves em seu habitat, sem esse controle é
desencadeado o fenbmeno de praga ocasionando um desequilibrio na teia
alimentar; os anuros também sé&o bioindicadores, que indica que a presenca
ou a auséncia de alguma espécie de anuros em seu habitat ou ndo, vai esta
informando a situacdo ambiental do habitat, se estd saudavel ou néo
saudavel; além disso, 0s anuros podem sim apresentar importancia
farmacéutica por possuir toxinas presentes na microbiota em seu tegumento,
gue pode ser benéfica para producédo de medicamentos humanos.

3.2. DECLINIO DE ANUROS

Os anfibios séo vitimas de diversos fatores que levam a essa classe ao
declinio, seja esses fatores ocorridos de forma natural ou até mesmo
ocasional, o fato é que espécies de anuros, estdo perdendo seu espaco em
Nosso planeta e também a sua importancia ao meio ambiente. E uma dessas
preocupac0Oes, considerada um dos maiores problemas, € justamente a perda
de biodiversidade e isso nada mais € do que recorrente ao desmatamento
gue destréi todos os recursos que beneficia a sobrevivéncia de anuros em
seu habitat. Sendo esse recurso, uma vegetacédo, uma poca temporaria, tocas
em tronco, etc., essas espécies deixam de existir se ndo houver no ambiente
os elementos cruciais para fazer ela se desenvolver (MOYLE & WILLIAMS,
1990; DIEMER & SCHMID, 2001; PRIMACK & RODRIGUES, 2001).

Como medidas preventivas as Unidades de Conservacéo surgiram para
amenizar perdas de biodiversidade, com intuito de preservacdo de espécies
com grau de ameacas, garantindo a sua importancia no habitat. Para isso foi
criado o termo “hotspots” que esta indicando que existem areas naturais com
alta taxa de endemismo e que necessita ter a diversidade ecologica
ameacada conservada (MYERS et al., 2000). A lista de espécies ameacadas
contribuiu para a realizacdo de planos de conservacdo em Unidades de
Conservacdo para preservar as espécies que apresentam categorias de
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ameacas no habitat, sendo essas listas disponiveis para fornecer informacgdes
especificas sobre o tipo de ameaca, o habitat predominante da espécie, 0
grau de ameaca, etc. (GAYER et al., 1988, KWET & DI BERNARDO, 1999, DI
BERNARDO et al., 2004, LOEBMANN 2005, LOEBMANN & VIEIRA 2005,
BORGES-MARTINS et al., 2007, DEIQUES et al., 2007.

A Mata Atlantica € bastante conhecida por ser um bioma que abriga

uma das maiores diversidades de anfibios no mundo, com espécies
endémicas e com grande grau de ameacada no Brasil (SUBIRA et al., 2012;
HADDAD et al.,, 2013), esse bioma sendo megadiverso, ainda apresenta
lacunas acerca de diversidade de anfibios (LUCAS, 2008), isso porque as
espécies sofrem pressao devido a destruicdo dos habitats naturais e pelas
influéncias de acbes antropicas.

Anfibios anuros sofrem ameacas mundialmente e essa preocupacao
nao € algo recente, pois ameacas e declinio foi discutido pela primeira vez na
Inglaterra em 1989 no Primeiro Congresso Mundial de Herpetologia segundo
WAKE, 1991. Nos Estados Unidos no ano de 1990, em um Congresso esse
tema tambeém foi debatido e chegaram a conclusao de formacéo de um grupo
de trabalho internacional onde pesquisadores teriam que desenvolver
pesquisas relacionadas a conservacdo de anfibios. E com o patrocinio da
Unido Internacional para a Conservacao de Natureza (IUCN), foi criado o
grupo Declining Amphibian Population Task Force (ou DAPTF) no ano de
1991, que trabalham fazendo sugestdes politicas relacionadas a causas de
declinios populacionais ou desaparecimentos para amenizar esse impacto. E
no Brasil € abrigada a maior diversidade de anuros com cerca de 850
espéecies (FROST, 2009; SBH, 2009). Perante isso, o Brasil comanda o
ranking de mais espécies de anuros e também tem um diferencial, pois
dessas espécies aqui abrigadas maior parte delas sdo endémicas o que
causa apreensao, pois se acontecer dessas espécies sofrerem declinios
deixaria de existir, isso incluiria na perda de biodiversidade, a quebra das
cadeias ecologicas e a eliminacdo de material genético de potencial uso no
futuro, entre outras. Além do mais, o mundo perderia 0 conhecimento sobre
sua ecologia e importancia em seu habitat.

O Brasil ocupa o quarto lugar em nimero de espécies de anfibios
ameacados, segundo os dados da IUCN, 2008, apresentando uma
porcentagem expressivamente mais baixa de espécies ameacadas quando se
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compara a média do mundo. Mas o que levou ao Brasil a essa ocupacéo
nesse ranking de ameacas aos anfibios foi justamente a destruicdo de
habitats naturais (FONSECA et al. 2008; LOPES 2006). E a maioria da perda
de habitat refere-se a Mata Atlantica, um dos “hotspots” de biodiversidade
(MYERS et al. 2000; TABARELLI et al., 2005) que com cerca de 12% de
cobertura original remanescente vém sendo afetado por essa perda de habitat
(RIBEIRO et al. 2009), e essa perda esta tornando ambientes com varios
fragmentos distribuidos em areas urbanas, industrias, areas agropecuarias
(IBGE, 1992; OLIVEIRA-FILHO et al., 1994; DEAN, 2002), resultando em
areas naturais cada vez menores e isoladas entre si (LOVEJOY et al., 1986;
BIERREGAARD et al., 1992). Com o resultado dessa pratica o habitat sofre
com as alteracdes dos padrdoes de abundancia e diversidade de taxons de
anfibios nas areas diretamente afetadas (TILMAN et al., 1994; TERBORGH et
al.,, 1997), pois é inevitavel que ocorra o isolamento de populacdes que
aumenta as chances de cruzamentos entre individuos de parentesco proximo
e resultar na reducdo da diversidade genética (VIANA & PINHEIRO,1998;
VARGAS, 2011; ALMEIDA et al., 2013). Quando isso acontece, aumenta a
chance de ocorrerem problemas durante o desenvolvimento, bem como a
chance de a populacdo ser seriamente afetada por agentes infecciosos
resultando em perda de ambientes reprodutivo, abrigo e alimentacao (LIPS et
al. 2005).

A introducdo de espécies exodticas em nossa fauna contribui para
ocorréncia de declinio aos anfibios, essas espécies sao introduzidas na fauna
de forma acidental ou até mesmo intencional, mas que acabam se
naturalizando e comecam a provocar mudancas em seu funcionamento
(ZILLER, 2000; WINTER et al., 2009; GILBERT & LEVINE, 2013; GOTELLI &
COLWELL, 2001). Essas espécies exoticas se alimentam das espécies de
anuros nativas e também competem por recursos importantes, em ambientes
reprodutivos e por alimentos.

Além da predacdo e competicdo, as espécies introduzidas podem
trazer doencgas de outras localidades e transmitir para a fauna local, sendo
prejudicial & fauna nativa por ndo apresentar imunidade para combater a
doenca exoética, devido a esse primeiro contato com o agente infeccioso
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ocorre de muitas populacdes nativas podem ser dizimadas em um curto
espaco de tempo (KATS & FERRER, 2003).

A radiacdo ultravioleta (UV) em niveis adequados €& benéfica ao
organismo. Em excesso, pode provocar mutacbes e deficiéncias
imunologicas. Essa radiacdo é emitida pelo Sol e a intensidade com que
atinge a Terra esta destruindo a camada de ozénio da atmosfera que atua
como um filtro natural de raios UV e tem sido destruida com a liberacdo de
poluentes no ar que chegam a atmosfera, (BLAUSTEIN et al., 2003). Em
anuros, os raios UV atingem notadamente os ovos e embribes lesando o
desenvolvimento dos mesmos ocasionando aberracbes na morfologia e
trazendo problemas no sistema imunolégico, deixando-0s mais vulneraveis ao
ataque de agentes infecciosos.

A poluicdo por residuos soélidos também conhecidos como lixo € muito
frequente em areas urbanas e vem apresentando um quadro altamente
prejudicial aos anuros devido a exposicdo por compostos quimicos, que
podem ser liberados no ar, na agua e até mesmo no solo. Os efeitos das
substancias liberadas podem ser em substancias gasosas ou liquidas e
podem apresentar um problema maior, muitas vezes desconhecidos e essa
exposicao dos agentes quimicos podem ser levados a distancias pelo vento
ou entdo voltar em chuva acida e também contaminar os lengais freaticos, por
esse motivo esses compostos podem sim causar declinios aos anfibios por
ser animais muito sensiveis a poluicdo ambiente (BULBOVAS et al., 2008;
SCHUYTEMA & NEBEKER, 1999; MARQUES et al., 2011).

Outro fator que esta envolvido no declinio dos anfibios € o aquecimento
global decorrente da liberagdo de gas carbdnico por poluentes de areas
urbanas e industrias, fazendo com que o efeito estufa aumente a temperatura
terrestre, ocasionando eventos climaticos mais extremos como o verao cada
vez mais quente e o inverno cada vez mais frio. Os efeitos dessas alteracdes
climaticas sobre os anfibios sdo drasticos (CAREY & ALEXANDER, 2003),
pois o clima ideal é o que determina o comeco, a duracéo e a intensidade da
época reprodutiva desses animais, de tal forma que monitoramentos
cuidadosos das populagbes em procriagdo podem prover um ensaio
extremamente sensivel de mudancgas climaticas (HEYER, 1997).
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3.3. ALGUNS PATOGENOS DE ANFIBIOS

A classe Amphibia esta sujeita a contrair doengcas emergentes, doencas
de anfibios através de agentes parasitarios (DASZAK et al., 2003), o que
também pode levar ao declinio de populagbes de anuros. Como doencas
emergentes se destacam algumas doencas que teve grandes repercussoes
relatando grandes declinios em massa. O Virus Ranavirus (Inviridae) infecta e
causa doencas em peixes e répteis, mas € conhecido por sua capacidade de
causar infeccdes sistémicas em anfibios causando doenca letal nos anuros
(PRICE et al., 2014; JANCOVICH et al, 2003) apresentando ocorréncia nas
Américas, Europa, Asia e Austrdlia. A bactéria Aeromonas hydrophila é
considerada um patdgeno oportunistas, para homens e animais, além de
agentes emergentes de toxinfecgcoes alimentares (HAVELAAR et al, 1992). As
suas cepas podem causar doenca em pescados e em anfibios, deixando
feridas abertas pela superficie dos mesmos, existindo certa controvérsia
sobre s6 patogenicidade em humanos (DELGADO et al, 2001).

A classe Trematoda representada pelos vermes parasitas pertencentes
ao filo Platyhelminthes (platelmintos) sem dudvida causa problemas aos
anfibios fazendo com que infestacdes gerem mas formacdes dos membros
dos anuros o que |lhes deixa mais vulneravel as competicdes em seu habitat,
podendo ser declinado por predacdo ou por efeito do parasita em seu
organismo. Dentre esses Trematoda, os helmintos sdo os mais comuns em
parasitar invertebrados como anfibios assim como os nematoides que sao
parasitas no trato digestivo, pulmbes e vasos sanguineos desses anfibios
(POUGH et al. 2001). H4 também parasitismo aos anuros através dos
anelideos e também os artropodes, tendo como exemplo 0s ectoparasitos
carrapatos do género Amblyomma (KOCH, 1844), segundo SMITH et al.
2008.

Os anfibios apresentam ricas biomoléculas que recobre o tegumento da
pele com um muco que € antimicrobiano (ASSIS, 2011), essas moléculas
aliando-se a uma microbiota natural ira proporcionar uma defesa contra os
patdgenos, mas a falta dessa interacdo tem papel reverso a fatores
ambientais desordenados, que permite que os anfibios ndo apresentem um
bem estar em seu habitat e acabe abrindo portas para infec¢cdes por meio de
fungos que ameacam a populacdo dos anfibios, (CLOSS, F.K.; PUTZKE, J.,
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2017). Os fungos patdgenos vém sendo um dos causadores do declinio nas
populacdes de anfibios, incluindo o bioma Mata Atlantica (VALENCIA-
AGUILAR et al. 2015). A espécie Saprolegnia ferox, afeta os anuros de forma
inicial atacando os ovos desses anfibios, isso vai permitir que ndo haja mais
desenvolvimento de anfibios e venha ocorrer o declinio pelo ndo nascimento
das espécies de anfibios.
3.4. FUNGO PATOGENO DE ANFIBIOS- A QUITRIDIOMICOSE

O fungo Batrachochytrium dendrobatidis descoberto em 1997, descrito
em 1999, pertence ao Filo Chytridiomycota, Classe Chytridiomycetes e Ordem
Chytridiales, € um fungo com um alto grau de infeccdo ao agente etiolégico
acusado por uma doenca potencialmente letal ao anfibio que é a
guitridiomicose.  B. dendrobatidis é responsavel por diversas mortes,
ocasionando declinios de populacdo de anfibios na Australia, Nova Zelandia,
EUA, Central América, América do Sul, Espanha e Alemanha (BERGER et al.
1998, LIPS,1999, PESSIER et al. 1999, MUTSCHMANN et al. 2000, BOSCH
et al. 2001, BRADLEY et al. 2002, GREEN et al. 2002, RON et al. 2003,
WELDON et al. 2004) e também foi registrado em varias espécies de anfibios
e em diferentes localidades no Brasil (SILVANO & SEGALLA, 2005). Os
Chytriodiomycota vivem em ambiente aquaticos, com 0S z00Sporos
flagelados, livres, parasitando algas, plantas, invertebrados (GARMYN, et al,
2012). B. dendrobatidis € um agente que tem como ecologia dispersar os
zoosporos atravées da agua (MORGAN et al.,, 2007). Esses zodsporos se
locomovem através do flagelo para encontrar fonte de queratina em um novo
hospedeiro, penetrando as células de queratina, que é mais comum que
ocorra através da pele (LONGCORE et al.,1999), muitas vezes esse tipo de
transmissao nem sempre ocorre na agua, mas em haver o contato até por
vias de reservatorio de disseminacéo do fungo. O Bd € a Unica espécie desse
grupo que infecta anfibios e passa a se desenvolver dentro das células
gueratinizadas da pele de anfibios vivos (larvas e adultos), isso ocorre porque
esse fungo apresenta afinidade com a queratina presente nas células
(MCMAHON, et al, 2013).

A quitridiomicose ela ocorre quando o0s zooOsporos do fungo
Batrachochytrium dendrobatidis (LONGCORE et al.,1999) penetram em um
novo hospedeiro e rapidamente formem um esporangio que ira produzir mais
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zo6sporos (BERGER et al, 2005). Com a formacéo de novos zoGsporos pode
ser possivel que ocorra a infeccdo a outros anfibios ou que ocorra a
autoinfeccao pelo novo zodsporo ao hospedeiro. Essa infec¢do vai atuar em
células queratinizadas da pele de anfibios na fase adulta e no aparato bucal
na fase larval, essa doenca torna-se letal aos anfibios, pois acaba gerando
morte por interferéncia no processo respiratorio e hidrico dos mesmos
(LONGCORE et al.,1999). A quitridiomicose compromete toda a fisiologia
interna e externa dos anfibios, com varios sintomas que destréi todo o bem
estar desse anfibio em relacdo ao seu habitat, além de ocasionar alteracdes
de comportamento apOs essa infeccdo (PADGETT-FLOHR, 2007). Esses
sintomas evidenciam alteracbes morfolégicas apds a infeccdo, vermelhidédo
da pele ventral, convulsdes com extensdo dos membros pélvicos, acumulacéo
de escamas de pele sobre o corpo, descamacao superficial da epiderme dos
pés e das outras areas, ligeira rugosidade da superficie com pequenas
marcas na pele e presenca de pequenas ulceras e hemorragias. E como
alteracdes comportamentais, a letargia faz com que os anfibios apresentem
uma profunda e prolongada inconsciéncia, o deixando incapaz de ir a procura
por abrigo, podendo ser alvo de predadores, por ndo conseguirem fugir, além
disso, ocorre a perda de reflexo de endireitamento e passando a apresentar
uma postura anormal (PADGETT-FLOHR, 2007).

Diante os grandes impactos decorrentes a atuacdo do fungo Bd nas
populacdes de anfibios, existe uma atencdo maior quanto ao problema de
declinio de anfibios, que é realizado grandes investimentos para realizacdes
de pesquisas em busca de solucbes de tratamento a quitridiomicose. Em
realizacfes de experimentos foi comprovado que populacdes de anfibios que
apresentavam maiores carga da bactéria Janthinobacterium lividum,
sobreviviam a exposicdo do fungo Bd, pelo fato que havia uma maior
producdo de compostos fungicidas pela bactéria J. lividum (BLACK, 2008;
BRUCKER et al., 2008).

Em Pernambuco o fungo Bd foi encontrado por CARNAVAL e
colaboradores em 2006, desde ja vem se ampliando as pesquisas de
identificacdo desse fungo nas diversas cidades de Pernambuco, sendo muito
insipiente, precisando de uma maior avaliacdo para deteccéo desse patégeno
aos anfibios nativos.
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Capitulo 1

Fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Longcore,
Pessier & Dk Nichols 1999): Um diagnostico sobre

meétodos de analises para identificacao
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1. INTRODUCAO

Devido a varios fatores ambientais, como perda de habitat que leva a
perda de biodiversidade (MOYLE E WILLIAMS, 1990), e doencas emergentes
como virus, bactérias, helmintos entre outros, 0s anuros Sd80 0S mais
ameacados (LANOO, 2005), mas o0 que mais esta levando esses anfibios ao
declinio em massa e de facil disseminacdo € o fungo Batrachochytrium
dendrobatidis um tipo de patdégeno que penetra as células queratinizadas da
epiderme desses anuros (BERGER et al, 1999), comprometendo a saude
desses organismos.

Pesquisadores vém registrando declinio de espécies de anuros desde
1980, Toledo et al., 2006 relatou que no Brasil ha registro de cerca de 21
espécies brasileiras acometidas pelo fungo e estdo distribuidas em 15
localidades de Mata Atlantica , sendo esses registro de fungo Bd iniciado
desde 0 ano de 1981 e vem até hoje acometendo varias espécies, no entanto
ainda ha muitas especulacfes sobre o desaparecimento de espécie por conta
do fungo.

Para o registro do fungo ha necessidade de utilizacdo de diferentes
técnicas, que para chegar ao diagndstico preciso séo dificeis de executar.
Dentre essas, a identificacdo visual pode permitir que seja feito uma analise
do tecido histologico para deteccdo de zoosporangios do aparelho bucal de
girinos ou a despigmentacéo do aparato bucal; uma das problematicas dessa
analise é que pode gerar resultados falso positivos, comprometendo dados
reais da analise; outra técnica seria a analise microbiologica através do
material bioldgico presente no tegumento do anfibio cultivado em laboratérios,
ainda assim para se obter um resultado mais preciso existe o exame da
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real e o qPCR para
comprovar a infeccdo por Bd (LAMBERTINI et al, 2013). Essas dultimas
técnicas requer um melhor cuidado com os resultados, pois ambas séo letais
aos anuros, e a falha dessas analises seria em vao o sacrificio para 0 mundo
cientifico para se obter medidas conservacionistas as espécies em categorias
de ameacas. As diferentes técnicas utilizadas para o registro do fungo séo
bem diferenciadas, sugerindo a necessidade de um protocolo para melhor
maneira de diagnostico.
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Atualmente existem no Brasil 1080 espécies de anfibios, e a maioria
pertence a ordem Anura (SBH, 2016), com cerca de 60% de endemismo. Ha
registro de 973 sendo avaliadas pelo ICMBIo e pela IUCN, que listou cerca de
41 espécies ameacadas, dessas, 28 espécies ocorrem no Nordeste. Esse
grau de ameaca que leva ao declinio esta relacionado com a perda de habitat
e consequentemente mudancas do clima que também estdo atreladas a
outras ameacas, como acometimento por patdogeno (MOYLE e WILLIAMS,
1990; DIEMER e SCHMID, 2001; PRIMACK e RODRIGUES, 2001).

O fungo chitridio possui morfologia esférica com uma papila de
descarga liberando zoosporos que saem da superficie da pele, essa estrutura
€ chamada de zoosporangio (LONGCORE et al., 1999), ele invade o estrato
cérneo e o estrato granuloso da camada subsuperficial da pele que é o 6rgéo
gue se realiza o diagnostico. A pele possui uma camada superficial
gueratinizada que quando é infectada tem a queratina destruida e ocupada
por esporangios acarretando doencas aos anfibios também conhecido com
infeccao quitridiomicose (BERGER et al, 1999).

A Quitridiomicose € uma doenca causada pelo fungo quitridio
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), que pode causar disturbios fisiologicos e
até mesmo comportamentais, atacando 0s anuros causando morte por
interferéncia no processo respiratério e hidrico, acometendo individuos
adultos na epiderme e também girinos nas pecas bucais. E essa infeccéo tem
sido associada ao declinio de centenas de espécies de anfibios florestais
tropicais intocadas (IUCN et al., 2015).

O presente trabalho teve como objetivo analisar as metodologias
utilizadas em artigos cientificos para um diagnostico do fungo patdégenico
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), no Brasil. Pretende também evidenciar
as principais revistas cientificas, nimero de espécies de anfibios acometidas
pelo fungo Bd.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta de dados

Foram realizadas analises bibliograficas abrangendo informacdes sobre
metodologias utilizadas para deteccdo do fungo Batrachochytrium
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dendrobatidis (Bd), em bases de pesquisa como a Plataforma Capes, Scielo,
Scorpus, buscas essas que ocorreram nos anos de 2007 a 2017, trabalhando
com as palavras chaves: fungo patdbgeno anuros, Batrachochytrium
dendrobatidis, quitridiomicose, declinio anfibios.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As metodologias foram categorizadas através de uma revisdo
bibliografica em 92 artigos cientificos publicados em 29 revistas cientificas
nos anos de 2007 a 2017. O intuito desse levantamento bibliogréafico foi se
familiarizar enquanto ao tipo de metodologia mais utilizada. Até o momento foi
possivel categorizar 31 tipos de métodos para se trabalhar com os anfibios
para se obtiver o produto final que € a presenca do fungo Batrachochytrium
dendrobatidis.

Entre os artigos analisados foi possivel conhecer 96 espécies
trabalhadas com as metodologias dos artigos. A classe Amphibia evidenciou
maior abundancia da ordem anura com 75 espécies, cerca de 84,0% de
presenca dos anuros, esses anuros foram distribuidos em 12 familias sendo a
familia Hylidae a mais representativa com um percentual de 37,3%
representado por 28 espécies, € uma ordem mais afetada tendo em vista que
esses animais vivem em diferentes ambientes possibilitando um aumento de
espécies afetadas, seguido da familia Ranidae com um percentual de 25,3%
representados por 19 espécies (Figura 3); a ordem Urodela com 14 espécies
apresentou um percentual de 16,0% de espécies que estdo distribuidas em 4
familias sendo a familia Ambystomatidae a mais representativa com um
percentual de 42,8% destinados de 6 espécies, seguido da familia
Plethodontidae com o percentual 28,5% com 4 espécies (Figura 5), além
disso, foi possivel identificar Bd em ambiente que esses anfibios habitam,
tendo como analise a agua empossada da chuva (KOLBY, et al, 2015), folhas
de plantas ap6s o anuro posar, folhas essas que ficam em margens de rios e
até mesmo a propria agua do rio também pode ser analisada (KOLBY, et al,
2015). Também foi analisado outras espécies aquaticas que viessem a
desempenhar o papel de reservatorio para a disseminacdo desse fungo que
se tornou patdégeno aos anfibios, espécies como lagostas, Procambarus alleni
e P. clarki (MCMAHON, et al, 2013), crustaceo, Dapnia magna (BUCK, 2011)
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e aves como o pato, Cairina moschata, ganso, Anser anser domesticus e
cisne, Cygnus cygnus (GARMYN, et al, 2012).

Dentre as categorias de metodologias encontradas na revisdo desse
estudo, 34,7% dos artigos eram compostos por revisao bibliografica, com o
intuito de se obter uma coleta de dados baseado em artigos que fornecem
informacbes sobre o fungo Bd (Tabela 2), (Figura 1). Esses dados foram
coletados em 29 periodicos diferentes, publicados ao longo de uma década
com informacgdes importantes sobre o Bd e sua patogenicidade, tais como
alteracdes morfologicas e comportamentais apos a infeccdo a classe dos
anfibios. Na analise bibliografica teve maior relevancia o ano de 2014 com
cerca de 23,9% de pesquisas do fungo Bd devido ao maior registro de
ocorréncia do fungo associado ao declinio de anuros, seguido do ano 2015
com cerca de 20,6% (Figura 1). A revisdo bibliografica tem como importancia
0 aumento da objetividade e a validade dos achados para se desenvolver um
trabalho com embasamento teorico.

Na literatura analisada, ap6s as coleta de anfibios, os animais séo
soltos e outros sao capturados para permanecer em terrarios, se forem
terrestres ou em aquarios, tanques, se forem na fase larval, além do mais sao
também capturados ovos para garantir que certas espéecies ndo apresentem a
infeccdo quitridiomicose com 23,9% de ocorréncia nos artigos, a intencéo
disso é realizar experimentos sobre possiveis temperaturas favoraveis a
contaminacdo do fungo. Estudos de comportamento dos individuos em
relacdo a infeccdo por Bd com 1,0% de ocorréncia nos artigos, evidencia a
susceptibilidade positiva e negativa a exposicdo por Bd com 2,1% de
ocorréncia nos artigos.

Para se obtiver o material biolégico coletado com seguranca para nao
haver ocorréncia de contaminacdes cruzadas, existem varios tipos de
metodologias para essa coleta.

Método 01: O uso de luvas estéreis ou sacos plasticos estéreis para
manusear todos os individuos (CHENG et al, 2011);

Método 02: O uso de swabs estéreis com cerca de 58,6% de ocorréncia nos
artigos, onde se pode aplicar cinco vezes sobre a superficie do dorso, ventre,
dedos e membranas interdigitais dos anfibios (HYATT et al. 2007). Além
disso, 0 mesmo metodo pode ser utilizado em girinos fazendo o uso de swabs
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estéreis, cinco vezes em movimentos giratérios na boca de girinos com cerca
de 8,6 % de ocorréncia nos artigos, a boca dos girinos é queratinizada,
podendo apresentar indicios de infec¢cdes por fungo Bd pela afinidade que ele
possui a queratina presente no aparato bucal de girinos (BERGER, 1999).
Esses swabs contendo material bioldégico pode ser armazenado em tubos de
Falcon estéreis secos que podem ser conservados a 16°C com cerca de
36,9% de ocorréncia dessa pratica nos artigos, também pode ser armazenado
em tubos de Falcon estéreis sendo conservados em alcool a 10% com cerca
de 29,3% de ocorréncia dessa pratica nos artigos (ex: LAMBERTINI et al.,
2013).

Existem diversas técnicas que permitem um diagndstico de acordo com
0 objetivo do estudo.

Técnica 01: Obter material biolégico através de enxague em agua estéril com
11,9% de ocorréncia nos artigos, essa técnica permite eliminar microbiota
residente na pele dos anfibios como bactérias ndo transitorias (LAUER et al,
2007), esse material obtido através dessa técnica também pode ser
conservado em baixas temperaturas, para depois realizar incubacao em
emplacamento em uma futura analise;

Técnica 02: Para a realizacdo de experimentos in vitro para avaliar a
atividade antimicrobiana de isolado de B. dendrobatidis com 14,1% de
ocorréncia nos artigos (LONGCORE et al.,, 1999) nos permite realizar
comparagdes com outros estudos para se detectar agentes antimicrobianos
contra B. dendrobatidis. Para isso é necessario que se obtenha o cultivo do
Bd armazenado para realizar semeio em placas para o crescimento do
mesmo, sendo utilizado o meio agar triptona para o isolamento de
microrganismos mais exigentes com 35,8% de ocorréncia nos artigos onde
fornece nutricdo ideal para o esse tipo de fungo; além disso, também existe o
meio TGhL que é composto por triptona, hidrolisados de gelatina e lactose,
essa juncéao resulta em um melhor crescimento de Bd , porém néo foi muito
amostrado com apenas 8,6% de ocorréncia nos artigos;
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Técnica 03: O cultivo de bactérias que inibe o crescimento do fungo Bd
também tem sido destacado com 8,6% de ocorréncia nos artigos, uma
metodologia que procura a solugado contra a infeccao causada pelo Bd a
espécies de anfibios vulneraveis, atualmente estédo realizando experimentos
in vitro com a bactéria Janthinobacterium lividum, onde foi observado que
cargas exacerbadas dessa bactéria no tegumento dos anfibios esta diminuido
a infeccao quitridiomicose, pois elas sobrevivem a exposi¢cao ao fungo, o que
pode proteger os anfibios da infeccdo e da disseminacdo (BLACK, 2008;
BRUCKER et al., 2008);

Técnica 04: O semeio das cepas do Bd também pode ser realizado com
swabs conservados em baixas temperaturas para analises moleculares,
podendo usar os mesmos meios de agar para fazer o cultivo do fungo Bd.
ApoOs 0 semeio e o crescimento do fungo é possivel realizar a extracdo de
acidos nucleicos (DNA) com cerca de 57,6% de ocorréncia nos artigos onde
segundo (BOYLE et al, 2004) é adicionado 50 pyL do reagente PrepMan
ULTRA (Applied Biosystems) a cada amostra bioldgica, deve-se agitar em um
vortex por cerca de 30 a 45 segundos, seguindo centrifugando por 30
segundos e novamente voltar a agitar no vortex, sendo aquecido em banho
de &gua fervente por cerca de dez minutos e a seguir resfriar em temperatura
ambiente por cerca de dois minutos voltando a centrifugar por um minuto a
12.000 RPM, depois de toda essa etapa da preparacdo da diluicdo de 1:10
esse material genético € estocado, podendo esse diluido ser utilizado em
reacoes de gPCR segundo Goka et al (2009) que descreveu esse método
alternativo;

Técnica 05: O PCR (Polymerase Chain Reaction) em tempo real, com cerca
de 65,2% de presenca nos dados dos artigos, permite a amplificacdo do DNA,
de acordo com ANNIS et al. (2004) que criou um protocolo que utiliza primers
especificos ao fungo Bd, esses primers sdo conhecidos como Bdla
(5-CAGTGTGCCATATGTCACG-3) e Bd2a
(5’-CATGGTTCATATCTGTCCAG-3’), para cada reacao é preparado um mix
contendo 1 uM de cada primer, 1XTaq Buffer, 0.2 mM de cada dNTP, MgClI2
(0.9 mM), e 0.8 U de Taq Polymerase. Além disso, € adicionada a reacao o
controle negativo de agua destilada e seguindo para a amplificacdo devendo
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ocorrer a desnaturacéo inicial com 93°C durante 10 minutos, seguindo de 30
ciclos cada um por cerca de 45 segundos em temperatura de 93°C, apds
realizar esse procedimento € também realizada em temperaturas e tempos
diferente como a 45 segundos a 60°C, 1 minuto a 72°C, e como expansao
final a 72°C por cerca de 10 minutos. A reacdo de PCR amplificada devera
ser avaliada em gel de agarose 0,7%, junto ao DNA ladder apresentando
tamanho padrdo de DNA. O gel é corado com brometo de etidio para se
visualizar em um transluminador de luz ultravioleta. Tendo resultado positivo
para Bd quando as bandas de amplificacdo forem visualizadas com
aproximadamente 300 pb (BERGER et al, 1999);

Técnica 06: O PCR quantitativo em tempo real (qQPCR) com cerca de 41,3%
de ocorréncia na buscas de dados, onde para realizar a reacao de
guantificacdo € necessario utilizar alguns padrées como a suspensédo da
cultura de Bd que sao cultivadas em placas com Agar Triptona 1% segundo
LONGCORE et al. 1999; VIEIRA & TOLEDO, 2012, culturas que sao
mantidas em estufa por cerca de 7 dias a 21° C, sendo analisada a atividade
gue 0s zodsporos realizam, é possivel adicionar 10 mL de agua MilliQ nas
placas por 30 minutos aguardando os zoosporos flutuarem na solucdo
livremente, para se obter conteddo em tubos, é extraido a solucéo atraves de
raspagem das placas com 0s zooésporos, esse tubos sdo agitados por 25
segundos, e a suspensdo é obtida por auxilio de seringa que ir4 coletar a
suspensdo que em seguida sera filtrada por meio de filtros de membrana,
sendo o filtrado transferido para outro tubo, que sera possivel realizar a
contagem de zoodsporos, onde se pode adquirir a concentracdo da
suspensdo desses zolOsporos para o resultado da reacdo de quantificacéo,
através da preparacdo da solucdo v/v com o volume final, essa solucéo
contém a suspensao de zoosporos e o0 iodo a 2% que ira ocasionar a morte e
a coloracdo ap6s 10 minutos de espera. Sendo essa solucédo preenchida em
um hemocitdmetro para se realizar a contagem dos zoosporos por quadrados
existentes na camara de Neubauer; apds a contagem dos zodsporos, ocorre a
etapa da extracao de DNA para os padrfes quantitativos, que permite que
esses zoosporos sejam centrifugados a 12.000 RPM por cerca de 10 minutos,
removendo o sobrenadante e novamente suspendido em 100 puL de PrepMan
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Ultra (Applied Biosystems), sendo agitado em voOrtex por cerca de 45
segundos , voltando a centrifuga por alguns segundos, a suspensao deve ser
fervida por 10 minutos e resfriada por 2 minutos voltando a ser agitada em
vortex e centrifugada por 5 minutos a 12.000 RPM; ap0s a extracdo, a
suspensédo fica concentrada ndo contendo 0os zodGsporos e sim 0 material
genético extraido do fungo Bd em 1 uL sendo considerado como o padrdo de
estoque; com a concentracdo da suspensdo € realizada a diluicdo do
padrdo de estoque para se construir uma curva padrao através do padrao de
estoque que preparara os padrbes de trabalho em diluicbes em série que
devem chegar até a concentracdo de 0,02 uL-1 sendo detalhado como
padrdo de trabalho 10-1, dai pode-se obter padroes de trabalho com
concentracdes de 10°, 107, 10" e 10-1 L.

Apos a diluicdo, deve-se se montar a placa de reacao com a primeira fileira
contendo 5 uL por poco de cada padrao diluido. O primeiro poco deve conter
uma solucdo padrdo 10° g.e., seguido dos padrdes 10% 10' e 10-! g.e. As
tltimas duas concentracdes (1 e 10-') devem ser adicionadas em duplicata.
O ultimo pogo deve conter 5 pL de agua livre de nucleases como controle
negativo; com a extracdo de DNA a partir de swabs pode-se realizar a
reacao de gPCR, utilizando uma placa de 96 pocos para preparar um
‘reaction master mix” que contém 1250 yL de Tagman Master Mix (Applied
Biosystems), 125 pyL do primer de BOYLE et al. 2004, que utilizou o primer
ITS1-3 Chytr (5°-CCTTGATATAATACAGTGTGCCATATGTC-3’), primer
Chytr (5-AGCCAAGAGATCCGTTGTCAAA-3’) e (5’-6FAM
CGAGTCGAACAAAAT MGBNFQ-3’) concentrados, a seguir € adicionado 20
ML do mix em cada pogo da placa, e adicionar 5 L do DNA extraido e diluido
1:10. E preparado também o controle negativo sem DNA no ultimo poco da
primeira coluna da placa, seguindo adicionando os padrdes nas diluicbes 103,
102, 10, 1 e 10-1 g.e., para a construcao da curva € utilizado a cepa de Bd,
podendo ocorrer variacdo do qPCR , através da carga de infeccédo de acordo
com a cepa do Bd (LONGO et al. 2013);

Técnica 07: A ldentificacdo visual com cerca de 26,0% de ocorréncia nos
artigos cientificos, essa metodologia permite a observacdo em lupa
estereoscoOpica para detectar a presenca de zoosporangios no tecido do
aparelho bucal de girinos de acordo com o protocolo de VIEIRA &TOLEDO
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(2012), € possivel observar no aparato bucal a perda de queratina ou a se
ocorreu a despigmentacdo no bico cérneo dos girinos, essas deteccdes
podem sim esta relacionado com a infeccdo quitridiomicose, essa
metodologia também permite a identificacdo de Bd através de cortes de tecido
do aparato bucal de girinos ou do tecido de adultos, onde se permite
visualizar a presenca de zoosporangios nos tecidos sendo retratada com
4,3% nos artigos cientificos, sendo esses tecidos conservados em Formalina
com cerca de 1% de ocorréncia nos artigos;

Técnica 08: Os tecidos de animais conservados em formol a 10% ou etanol a
70% podem contribuir para a deteccdo do quitridio que possui afinidade a
gueratina; a pele apresenta a camada queratinizada que € propicio para a
infeccdo por quitridio, diante disso, sé@o realizadas seccles histologicas de
tecidos preservados, seguindo da desnaturacao do tecido através da imersao
do tecido em solucbes alcodlicas em concentracdes graduais e crescentes
como o alcool a 70%, alcool a 80%, alcool a 85%, alcool a 90%, alcool a
95%, alcool a 100%, Xilol I e Xilol I, durante 30 minutos cada tipo de solucéo
(TOLEDO et al. 2006). A seguir o tecido € embebidos em parafina, e
seccionado a 5 um e corado com hematoxilina e eosina (DRURY&
WALLINGTON, 1980). As analises histologicas permitem observar a
morfologia do zoosporangio contendo zodsporos em seu interior bem como a
papila de descarga. Além disso, podem-se detectar na superficie epidérmica
irregularidades caracteristicas de infeccdo por quitridio podendo ser
examinados a x400 ou x1000 no microscopio (BERGER et al, 1999);

As analises dos dados estatisticos também foram muito trabalhadas nos
artigos analisados, fazer comparacfes com areas diferentes com a infeccéo
por Bd, tendo maior significancia a modelagem pelo programa R seguido da
técnica de variancia ANOVA.
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Figura 1: Maior ocorréncia de publicacdo entre os anos 2007 a 2017, sobre
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m Ambystomatidae
@ Plethodontidae
m Cryptobranchidae

@ Salamandridae

Figura 4: Abundancia das familias das espécies da ordem Urodela
analisadas em artigos cientificos sobre o Bd.
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Tabela I: Lista das Espécies acometidas pelo fungo Bd, presentes na andalise dos artigos
cientificos bibliograficos, entre o periodo de 2007 a 2017

FILO CHORDATA |

Espécies Subfamilia N° de Porcentage
individuos por m
espécies

Classe Amphibia (Anura)
Familia Ranidae

Lithobates sphenocephalus (Cope, 1889); 4 4,3%
Rana muscosa (Camp, 1917); 3 3,2%
Rana sierrae (Camp, 1917); 3 3,2%
Rana cascadae (Slater, 1939); 4 4,3%
Rana aurora (Baird & Girard, 1852); 2 2,1%
Lithobates palustris (LeConte, 1825); 1 1,0%
Rana boylii (Baird, 1854); 1 1,0%
Rana draytonii ( Baird & Girard, 1852); 1 1,0%
Lithobates clamitans (Latreille, 1801); 5 5,4%
Lithobates pipiens (Schreber, 1782); 5 5,4%
Lithobates montezumae (Baird, 1854); 1 1,0%
Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802); 4 4,3%
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Lithobates blairi (Mecham, Littlejohn, 1 1,0%
Oldham, Brown & Brown, 1973);

Rana pretiosa (Baird & Girard, 1853); 1 1,0%
Lithobates berlandieri (Baird, 1859); 1 1,0%
Lithobates vaillanti (Brocchi, 1877); 1 1,0%
Lithobates sylvaticus (LeConte, 1825); 4 4,3%
Pelophylax kl. esculentus (Linnaeus 1758); 1 1,0%
Pelophylax lessonae (Camerano, 1882). 2 2,1%
Familia Hylidae

Pseudacris crucifer (Wied-Neuwied, 1838); 5 5,4%
Dryophytes eximius (Baird, 1854); 6 6,5%
Acris crepitans (Baird, 1854); 2 2,1%
Dryophytes chrysoscelis (Cope, 1880); 4 4,3%
Litoria genimaculata (Horst, 1883); 1 1,0%
Litoria serrata (Andersson, 1916); Pelodryadine 2 2,1%
Litoriarheocola (Liem, 1974); 1 1,0%
Dryophytes arenicolor (Cope, 1866); 1 1,0%
Litoria nannotis (Andersson, 1916); 2 2,1%
Charadrahyla taeniopus (Gunther, 1901); 1 1,0%
Ecnomiohyla miotympanum (Cope, 1863); 1 1,0%
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Pseudacris triseriata (Wied-Neuwied, 1838); 1 1,0%
Litoria peronii (Tschudi, 1838); 1 1,0%
Litoria booroolongensis (Moore, 1961); 1 1,0%
Litoria lorica (Davies & McDonald, 1979); 1 1,0%
Pseudacris regilla (Baird & Girard, 1852); 3 3,2%
Litoria caerulea (White, 1790); 3 3,2%
Duellmanohyla soralia (Wilson & McCranie, 1 1,0%
1985);

Plectrohyla dasypus (McCranie & Wilson, 1 1,0%
1981);

Plectrohyla exquisite (McCranie and Wilson, 1 1,0%
1998);

Ptychohyla hypomykter (McCranie & 1 1,0%
Wilson, 1993);

Pseudacris feriarum (Baird, 1854); 1 1,0%
Litoria raniformis (Keferstein, 1867); 1 1,0%
Dendropsophus ebraccatus (Cope, 1874); 1 1,0%
Litoria lesueurii (Duméril and Bibron, 1841); 1 1,0%
Scinax acuminatus (Cope, 1862); 1 1,0%
Dryophytes chrysoscelis (Cope, 1880). 1 1,0%
Familia Bufonidae

Rhinella marina (Linnaeus, 1758); 1 1,0%
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Incilius perplexus (Taylor, 1943); 1 1,0%
Incilius valliceps (Wiegmann, 1833); 2 2,1%
Anaxyrus americanus (Holbrook, 1836); 3 3,2%
Anaxyrus fowleri (Hinckley, 1882); 1 1,0%
Anaxyrus terrestris (Bonnaterre, 1789); 1 1,0%
Anaxyrus boreas (Baird & Girard, 1852); 4 4,3%
Anaxyrus woodhousii (Girard, 1854); 1 1,0%
Atelopus varius (Lichtenstein & Martens, 1 1,0%
1856).

Familia Leiopelmatidae

Leiopelma archeyi (Turbott, 1942); 2 2,1%
Leiopelma hochstetteri (Fitzinger, 1861). 2 2,1%
Familia Craugastoridae

Craugastor berkenbuschii (Peters, 1870); 1 1,0%
Craugastor loki (Shannon & Werler, 1955); 1 1,0%
Craugastor mexicanus (Brocchi, 1877); 1 1,0%
Craugastor rhodopis (Cope, 1867); 1 1,0%
Craugastor pygmaeus (Taylor, 1937); 1 1,0%
Craugastor ranoides (Cope, 1886); 1 1,0%
Craugastor fitzingeri (Schmidt, 1857); 2 2,1%
Pristimantis variabilis (Lynch, 1968). 1 1,0%
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Familia Phyllomedusidae

Agalychnis moreletii (Dumeéril, 1853); 2 2,1%
Agalychnis dacnicolor (Cope, 1864); 1 1,0%
Agalychnis callidryas (Cope, 1862). 2 2,1%
Familia Scaphiopodidae

Scaphiopus holbrookii (Harlan, 1835). 1 1,0%
Familia Alytidae

Alytes muletensis (Sanchiz & Adrover, 2 2,1%
1979).

Familia Pipidae

Xenopus laevis (Daudin, 1802). 2 2,1%
Familia Miobatrachidae

Mixophyes fasciolatus (Ginther, 1864). 1 1,0%
Familia Centrolenidae

Hyalinobatrachium fleischmanni (Boettger, 1 1,0%
1893).

Familia Limnodynastidae

Limnodynastes peronii (Duméril and Bibron, 1 1,0%
1841).

Classe Amphibia (Urodela)
Familia Ambystomatidae
Ambystoma macrodactylum (Baird, 1850); 2 2,1%

Ambystoma maculatum (Shaw, 1802); 1 1,0%
Ambystoma texanum (Matthes, 1855); 1 1,0%
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Ambystoma opacum (Gravenhorst, 1807); 1 1,0%
Ambystoma laterale (Hallowell, 1856). 1 1,0%
Ambystoma mexicanum (Shaw & Nodder, 1 1,0%
1798).

Familia Plethodontidae

Plethodon cinereus (Green, 1818); 2 2,1%
Eurycea bislineata (Green, 1818); 1 1,0%
Bolitoglossa platydactyla (Gray, 1831); 1 1,0%
Batrachoseps attenuatus (Eschscholtz, 2 2,1%
1833).

Familia Cryptobranchidae

Cryptobranchus alleganiensis (Daudin, 2 2,1%
1803).

Familia Salamamdridae

Notophthalmus viridescens (Rafinesque, 1 1,0%
1820);

Salamandra salamandra (Linnaeus, 1758); 2 2,1%
Ichthyosaura alpestris (Laurenti, 1768). 1 1,0%
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Tabela Il: Metodologias Utilizadas em Artigos Cientificos para a ldentificagdo do Fungo
Batrachochytrium dendrobatidis

Categorias | Porcentagem
Métodos de Coleta aos Anfibios
Armadilha de Minnow 3,2%
Armadilha de Ptfall 2,1%
Busca ativa 13,0%
Procedimentos em Terrarios e Aquarios
Permanéncia de anuros adultos, larvas e ovos em 23,9%
terrarios
Estudo de susceptibilidade positiva ou negativa 2,1%
Estudo de comportamento dos anuros em relacao a 1,0%

infeccéo por Bd
Procedimentos da Coleta de Material Biologico

Esfregaco com swabs no dorso 58,6%

Esfregaco com swabs na boca 8,6%

Conservado em baixas temperaturas 36,9%

Conservados em alcool 29,3%

Técnica de enxague em agua estéril 11,9%
Procedimentos Moleculares

Experimentos in vitro de isolado de Bd 14,1%

Meio Agar triptona 35,8%

Meio TGhL (Triptona, Hidrolisado de gelatina, e lactose) 8,6%

Cultivo de bactérias inibidoras de Bd 8,6%

Extracdo de DNA 57,6%

PCR tempo real 65,2%

gPCR 41,3%

Procedimentos Histologicos
Técnica visual | 26,0%



Silva, P. S. Fungos associados a comunidade de anfibios anuros no PEDI...

Andlise direta de tecidos em microscoépio | 4,3%
Conservados em formalina | 1,0%
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Existem métodos variados que se pode chegar ao diagndstico do Bd,
porém a escolha do melhor método vai depender da situacdo em que foi
coletada a amostra que sera analisada. As analises histolégicas chegam ao
diagndstico, mas também geram resultados com falsos negativos, quando o
tecido estudado apresenta uma infeccdo inicial, que n&o chega a ser
percebido. KRIGER et al, 2006, relatou que isso ocorre quando a carga da
infeccdo € muito baixa. Por isso € preciso repensar qual tipo de método
utilizar que promova um resultado preciso e rapido, para iSsO existe as
analises moleculares que permite um resultado mais rapido do que as
técnicas da histologia que demandam um maior tempo de preparacédo e um
bom conhecimento de andlise na histologia.

A histologia permite o diagnostico de espécies conservadas em etanol
ou formalina e também permite o diagndstico de espécies vivas apos a
retirada da falange para analises (PENNER et al, 2013), essa técnica permite
a preservacao de espécies em grau de ameaca muito elevado, mas também
pode apresentar resultados reduzidos em questao da infeccao.

HYATT et al, 2007, retrata o PCR em tempo real e o g°PCR como
métodos muito sensiveis ao diagnostico pois permite que seja detectado
cargas de infeccdo no tegumento muito baixas, principalmente em espécies
gue nao apresentem sintomas nenhum da quitridiomicose. Porém sé&o
técnicas letais aos anuros, o que nao seria viavel devido ao declinio dos
anfibios. As técnicas de PCR e amostras histolégicas sdo exemplos de
técnicas letais.

As técnicas ndo invasivas sdo as mais aconselhaveis para a
conservacao dos anfibios, como: a obtencdo do material bioldgico através do
swabs, para a realizacdo de cultivo de fungos e bactérias em vitro, para
deteccao de Bd por técnicas moleculares.

A escolha da melhor metodologia vai variar de acordo com a situacao
da espécie de anfibio, da disponibilidade de tempo e até a questéo financeira
pra realizacdo desses métodos.

Recife, 2018
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Capitulo 11

Fungos filamentosos associados a comunidade de

anfibios anuros no Parque Estadual Dois Irmdos,

Recife- PE

Recife, 2018



1. INTRODUCAO

Os fungos séo heterotroficos unicelulares ou pluricelulares, podendo
apresentar estruturas filamentosas, como as hifas, que constituem o micélio.
Os fungos desenvolvem-se nos mais diversos ambientes aquaticos e
terrestres. Mesmos ambientes que os vertebrados habitam, sendo expostos a
condicGes que comprometem a integridade fisica.

Os anfibios sdo um grupo de vertebrados, e que apresentam uma
particularidade em questdes sobre exposicdo a problemas ambientais; aos
anfibios também apresentam o sistema imunoldgico pertinentes tanto para o
ciclo de vida em fase aquatica ou terrestre. Eles possuem a pele permeavel e
livre para passagens de agentes quimicos e agentes biolégicos do ambiente
(FEDER & BURGGREN, 1992). Apresentam protecdo mecanica na pele que
€ derivada da comunidade microbiana do ambiente que confere protecao
mecanica com a secrecdo de moléculas bioativas a partir das glandulas
dérmicas, essa juncdo permite a protecdo dos anfibios através dessa
atividade antimicrobiana (SIMMACO et al, 1998; ROLLINS-SMITH et al.,
2002).

Com essa unidao de microrganismos e hospedeiros nos anfibios
contribuiu para a formacdo de microbiota cutanea residente, sendo essas
microbiotas compostas por bactérias e fungos, que tem por produto final a
producédo de peptideos ou antibidticos para inibir a crescimento de patdgenos
importantes na populacédo de anfibios (HARRIS et al., 2006); WOODHAMS et
al., 2007; LAUER et al., 2008; BRUCKER, 2008). De acordo com estudos foi
comprovado que em maior exposicao de carga da bactéria Janthinobacterium
lividum em experimento com anuros revelou que amenizou maiores cargas da
infeccdo do patdogeno Batrachochytrium dendrobatidis (Bd).

Populagdes de microrganismos podem desenvolver resisténcias aos
antibioticos o que as capacita para viver sobre determinadas concentracdes
desses agentes. Deixando o0s anfibios vulneraveis a diferencas
interpopulacionais na susceptibilidade ao patégeno (Bd), considerado por
declinios e extingbes de anuros (FISHER et al, 2009). Por outro lado, a
producdo de peptideos através da unido formada pela microbiota residente
aos anuros contribui para a industria farmacéutica para beneficio humano,
caracteristicas que sdo essenciais nos processos adaptativos durante a
ocupacéo de microambientes adversos (SALLE, 1961).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Areade Estudo

Parque Estadual Dois Irmaos, € uma Unidade de Conservacao de Mata
Atlantica umida (Figura 1-b), localizado na Regido metropolitana do Recife
(8°7'30"S e 34°52'30"W), com éarea de 1.157,74 ha, desses, 14 ha esta
situado o Zooldgico de Recife (Figura 1-b) que apresenta forte influéncia
urbana. No fragmento de Mata foi trabalhado com mddulo montado para o
Programa PPBio, Mata Atlantica do Nordeste.

Pernambuco em que ocorre a area de estudo; B- Mata Atlantica do Parque
Estadual de Dois Irmaos — PEDI - Vista aérea da Mata de Dois irméaos, o
zooldgico, acude Dois Irmaos e acude do Meio. Fonte: SECTMA.

2.2. Captura e Coleta

As coletas ocorreram bimestralmente durante dez dias consecutivos,
nos turnos diurnos e noturnos, no periodo de outubro de 2015 a abril de 2017.
Seguindo o modelo de coleta do Programa de Pesquisas em Biodiversidade
(PPBIo) que tem como sitios amostrais grades e Modulo RAPELD (Figura 3,
Apéndice B), com suas respectivas parcelas permanentes. Tanto as trilhas
como as parcelas sdo unidades amostrais ou experimentais para um grande
numero de pesquisadores, de diferentes areas de interesse, mas que tem em
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comum o interesse na integracdo de seus dados com os dados de outros
pesquisadores trabalhando nas mesmo unidades amostrais.

Figura 2: A- Buscas passivas realizadas através da armadilha de intercepgéo
em queda conhecida como pitfall em forma de Y, B-Montagem dos pitfalls.
Fonte: Vanessa Nascimento.

Recife, 2018
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Figura 3: As pesquisas foram realizadas em parcelas tendo o mddulo
RAPELD montado.

Os anuros foram coletados com sacos plasticos esterilizados,
individuais para cada espécime, apos a coleta, foi retirado o material biologico
da superficie do anfibio, isso foi possivel com o uso de swabs estéreis,
aplicando-o sobre a superficie do dorso, ventre, dedos e membranas
interdigitais (Figura 4-a). Apos o esfregaco do swabs no anuro, o mesmo, foi
armazenado em tubos de Falcon esterilizados e conservado em baixas
temperaturas para a realizacdo de futuras analises microbiologicas (Figura 4-
b). Este € um método nao invasivo e pratico para o diagnéstico de infeccao,
além de ser pouco estressante para os animais (HYATT et al., 2007). Além da
coleta do material biologico, os espécimes capturados foram identificados
taxonomicamente, determinado o sexo, fotografados, submetidos a afericao
de informacdes biométricas (comprimento do corpo e peso), bem como
registro onde o espécime foi capturado e uma breve descricdo do seu
microhabitat.

Recife, 2018 m
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Figura 4: A- Coleta de Material Biologico com o swabs em uma Hypsiboas
atlanticus (Caramaschi e Velosa, 1996); B-Tubo de Falcon com o material
bioldgico armazenado, com identificacdes de cada individuo.

2.3. Anaélise Microbiologica

No Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco foi realizado o cultivo do material biologico de 32 individuos de
anuros. Foram utilizados 65,09 de Agar Sabouraud a 4% de Glicose que
fornece melhores nutrientes para fungos filamentosos, o agar foi dissolvido
em 1000 mL de agua destilada com o auxilio de um bastdo de vidro, mexendo
todo o meio dentro do Becker de 1I. O Agar é gelatinoso e contém nutrientes
gue ajudam a promover o crescimento mais vigoroso na cultura de bactérias e
fungos. Ap6s a diluicdo do Agar Sabouraud, o liquido gelatinoso foi transferido
para um Erlenmeyer de 1000 ml e levado para a autoclave, onde foi possivel
ocorrer esterilizagdo, matando todos 0s microrganismos presentes no
material. Ficando na autoclave por cerca de 30 minutos a 120° C.

ApoOs o processo da producdo do Agar Sabouraud, foi utilizado 64
placas de Petri descartaveis, duas repeticdes para cada amostra biolégica. As
placas tém a funcdo de proteger o conteudo de qualquer ar contaminado
indesejado, e permite também que gases produzidos por fungos e bactérias
nao sejam escapados. Todas as placas foram esterilizadas, para nao afetar o
resultado do ensaio. A seguir foram separadas as metades das placas e
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cuidadosamente foi vertida na parte inferior da placa a solugao quente de
Agar Sabouraud para forrar uma camada sobre o fundo da placa, e
rapidamente foi colocada a parte superior da placa para ndo contaminar o
experimento com o ar com presenca de bactérias, para ndo ocorrer essa
contaminacdo a chama de fogo estava sempre proxima as placas de Petri,
depois de todas as placas estarem vertidas com o Agar, o liquido foi esfriado
e se se assemelhou a uma gelatina e em seguida foi armazenado no
refrigerador.

Com a solucéo de agar solidificada e as placas de Petri & temperatura
ambiente foi possivel semear o material bioldégico presente nos tubos de
Falcon. O material biologico foi distribuido no 4gar com um swab, sendo esse
procedimento realizado na Cabine de fluxo laminar em condi¢cbes assépticas
(Figura 5-a e b).

Todas as placas de Petri receberam identificacdo de seus respectivos
destinos e foram incubadas a 28°C por 4 a 7 dias para a realizacdo de
analises em Microscopio 6ptico. Depois de alguns dias, foi possivel notar uma
variedade de varios fungos e algumas bactérias, crescendo dentro de cada
placa de Petri (Figura 5- d).

Foram registradas observacOes sobre o conteudo de cada placa,
evidenciando com clareza a quantificacdo dos monfotipos por placas, obtendo
dados como o tamanho das respectivas, coloracao, textura e tipo de fungo; se
aparentemente de forma macroscopica ele se expressava leveduriforme ou
filamentoso. Essa etapa antecedeu a elaboracdo de laminas para posterior
observacdo, e foi muito importante, pois ao avaliar essas caracteristicas
morfoldgicas externas, pudemos observar a partir das repeticbes se houve
alguma perturbacdo ou n&o, causada na coleta ou cultivo dos
microrganismos.
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Figura 5: A e B- O material bioldgico sendo distribuido no 4gar com um swab,
procedimento realizado na Cabine de fluxo laminar e com chama de fogo para
nao contaminar o experimento; C-Placas de Petri empilhadas em uma
prateleira para receber a iluminac&o para ocorrer o crescimento e D- Umas
das amostras mostrando uma variedade de bactérias e fungos, que cresceu
dentro da placa de Petri.

Apds o crescimento das colbnias, foram preparadas as laminas
utilizando fita durex onde era inserido um pedaco da fita levemente sobre o
fungo e em seguida foi colocado a fita com o fungo sobre o corante (Azul de
Amann), e a partir deste método era possivel observar as estruturas dos
microrganismos Nno microscopico Optico nas objetivas de 10 e 40 vezes
(Figura 6-a).

Foi realizado também o micro cultivo (Figura 6-b), onde foi semeado o
fungo em um pequeno bloco de agar colocado sobre a lamina em uma
camara de cultivo (placa de Petri forrada com papel filtro imido e ambiente
estéril) e apds sete dias cultivados, foi possivel corar e montar a lamina para
observacao, e esse método permite observar estruturas intactas.
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Figura 6: A- Observacao de estruturas dos microrganismos no microscopico
Optico; B- Método do micro cultivo que possibilita observar estruturas intactas
dos microrganismos.

2.4. Composicéao de outros tipos de meio utilizado no semeio
Alem disso, foi possivel fazer repiques de alguns fungos que foram
identificados a nivel de género, em outros tipos de meios de cultura.
2.4.1.Meio de Batata- Dextrose-agar (BDA):
Criado por RIKER & RIKER, 1936) apresenta em sua composicao
2009 de discos de batata sem pele, 20g de dextrose, 20g de agar
e 1000ml de agua destilada sendo esse meio produzido através
do estado de ebulicdo das batatas formando um caldo que sera
filtrado e em seguida fundido ao agar, sendo levado a autoclave
por 20 minutos formando o meio BDA.
2.4.2.0 Meio Malte:
Apresenta em sua composicao 20g de Sitrato de Malte, 20g de
Glicose, 1g Peptona e 16g de agar acrescentando todos os
ingredientes, deixando sempre o0 agar por ultimos apoés aferir o
pH e indo para a autoclave por 30 minutos.
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2.4.3.0 Meio Czapek (C2):
Apresenta em sua composi¢cdo 30g de sacarose, 3g de NaNo3,
0,5g de sulfato de Mg, 0,5g de Kcl (Cloreto de potassio), 1g de
fosfato de potassio, (0,1g/10ml H20)(1 1 ml FeS0O4-7H20 e 169
de agar acrescentando todos os ingredientes, deixando sempre
0 agar por ultimos apdés aferir o pH e indo para a autoclave por
30 minutos.

Todos esses meios sdo especificos para que se obtenha a identificacdo
de fungos filamentosos que estavam presentes nos anuros sendo eles
analisados e identificados a nivel de espécie nos laboratério de micologia da
UFPE.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as analises microbiologicas foram coletadas amostras biolégicas
de 32 individuos distribuidos em 10 espécies de anuros pertencentes a 4
familias, sao ela Hylidae (n=8), Craugastoridae (n=15), Leptodactylidae (n= 8)
e a Microhylidae (n=1), dessas familias a mais representativa foi a
Craugastoridae apresentando apenas uma espécie foi o Pristimantis ramagii
gue teve abundancia de 15 individuos, dentre essas espécies existe uma
caracterizada como ameacada de extincdo que foi a espécie Chiasmocleis
alagoanus(Tabela 1), que foram coletadas e tiveram o0 seu material biolégico
armazenado para analises laboratoriais.

Desses dados foi realizado a identificacdo dos fungos presentes nos 15
individuos de anuros, essa identificagdo ocorreu a nivel de espécie e outros a
nivel de género, esses 15 individuos de anuros do estudo estédo distribuidos
em 7 espécies de anuros pertencentes a familia Hylidae (n=4),
Craugastoridae (n=6), Microhylidae (n=1) e Leptodactylidae (n=4).

Dos fungos identificados estava presente a familia Trichocomaceae
com as especies de Penicillium aurantiogriseum (Dierckx) identificado em 4
espécies de anuros, Penicillium fellutanum identificado em 2 espécies de
anuros, Penicillium citrinum presente em 2 espeécies de anuros, Aspergillus
sp. presentes em 2 espécies de anuros e do Paecilomyces sp.encontrado em
2 espécies de anuros. Da familia Tremellaceae foi possivel observar a nivel
de género a Tremella sp. encontrado em 2 espécies de anuros (Tabela 1).
Nesse sentido a espécie Penicillium aurantiogriseum (Dierckx) se mostrou
mais frequente entre as espécies de anuros do PEDI (Figura 8).
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W Penicillium aurantiogriseum
Penicillium fellutanum

Wl Penicillium citrinum

W Paecilomyces sp.

W Aspergillus sp.

W Tremellasp.

Figura 7: Abundancia dos fungos encontrados nos anfibios anuros do PEDI.

Alguns fungos presentes nos anuros coletados, foram mais
encontrados frequentemente no solo como Penicillium sp. e Paecilomyces
sp.; nas plantas e caules como Aspergillus sp. e parasitando outros fungos
como Tremellas sp..

Nesse sentido esse trabalho se mostra promissor pelas grandes
potencialidades fungicas, que necessitam de um maior direcionamento para
saber se esses fungos apresentam ou nao algum tipo de patogenicidade aos
anuros podendo leva-los ao declinio desse grupo.
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Tabela I: Dados de diversidade das espécies de anuros coletadas e espécies de fungos encontrados no
material biolégico coletado dos anuros do PEDI, evidenciando o local e as parcelas do PPBio no Parque
Estadual dois Irmaos, Recife-PE.
Fungos Filamentosos encontrados em anfibios anuros

N° de
Campo
494
498
499
502
504
505
508
510

511

514

Espécies de Anuros

Hypsiboas semilineatus (Spix,

1824);

Pristimantis ramagii
(Boulenger, 1888);

Pristimantis ramagii

(Boulenger, 1888);
Chiasmocleis alagoanus Cruz,
Caramaschi & Freire, 1999;
Pristimantis ramagii
(Boulenger, 1888);

Scinax eurydice (Bokermann,

1968);

Pristimantis ramagii
(Boulenger, 1888);

Pristimantis ramagii
(Boulenger, 1888);
Pseudopaludicola falcipes

(Hensel, 1867);
Hypsiboas semilineatus (Spix,

Familia  dos
anuros
Hylidae
Craugastoridae

Craugastoridae
Microhylidae
Craugastoridae
Hylidae
Craugastoridae
Craugastoridae
Leptodactylidae

Hylidae

Parcela

PE 1-500

PE 1-500

PE 1-500

PE 1-500

PE 1-500

PE 1-500

PE 1-500

PE 1-500

PE 1-500

PE 1-500

Espécies de fungos

Penicillium
aurantiogriseum
Penicillium
aurantiogriseum
Paecilomyces sp.
Penicillium citrinum
Aspergillius sp.
Penicillium citrinum
Paecilomyces sp.
Penicillium
aurantiogriseum

Tremella sp.

Tremella sp.

Familia dos

Fungos

Tricomaceae
Tricomaceae
Tricomaceae
Tricomaceae
Tricomaceae
Tricomaceae
Tricomaceae
Tricomaceae

Tremellaceae

Tremellaceae



519

526

530

27

13 B
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1824);

Hypsiboas semilineatus (Spix, Hylidae

1824);

Adenomera marmorata Leptodactylidae
(Steindachner, 1867);

Pristimantis ramagii Craugastoridae

(Boulenger, 1888);

Adenomera marmorata Leptodactylidae
(Steindachner, 1867);

Leptodactylus troglodytes (A. Leptodactylidae
Lutz, 1926).

PE 2- Aspergilius sp.

1500
PE 1-500

PE 1-500

Zoolégico

PE 1-500

Paecilomyces sp.

Penicillium
aurantiogriseum
Levedura

Penicillium fellutanum

Penicillium fellutanum

Tricomaceae

Tricomaceae

Tricomaceae

Tricomaceae

Tricomaceae



3.1. Lista Descritiva da microbiota existente nas espécies de
anfibios do Parque Estadual Dois Irméaos, Recife/ PE

As espécies de Penicilium sdo moldes encontrados comumente
associados com o solo, a matéria organica em decomposi¢cdo e como pombas
de armazenamento ou patdogenos de frutas e vegetais. Eles sdo bem
conhecidos por biodeterioracdo da matéria organica, por sua producdo de
antibiéticos como penicilina e griseofulvina, metabdlitos téxicos (micotoxinas),
como ocratoxina A, patulina e penitrema A em alimentos e graos, e seus
papéis protagonistas em camembert e azul Queijos.

Penicillium aurantiogriseum (Dierckx)

ﬁ'p”“** Penicillium aurantiogriseum € um
M/ agente patogénico de plantas que
iF' infecta aspargos e morangos.

0] L .

g b Penicillium aurantiogriseum produz o

o - A .

°] anticancer composto Anicequol.

Figura 8: Descricdo do fungo Penicillium aurantiogriseum (Dierckx), coletado
em tegumento de anuros no Parque Estadual Dois Irmé&os, Recife- PE. Fonte
da imagem: Google.
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Penicillium citrinum

Penicillium citrinum é um anamérfo, espécies de fungos
mesofilos do género Penicillium, que produz &cido
tanzawaico AD, ACC, Mevastatina, Quinocitrinina A,
Quinocitrinina B e citrinina nefrotdxica.

Penicillium citrinum é frequentemente encontrado em
frutas citricas mofadas e ocasionalmente ocorre em
especiarias tropicais e cereais. Esta espécie de
Penicillium também causa mortalidade pelo mosquito
Culex quinquefasciatus.

Devido ao seu carater mesofilico, Penicillium citrinum
ocorre em todo o0 mundo a primeira estatina
(Mevastatina) foi isolada de 1970 desta espécie.

Figura 9: Descricao do fungo Penicillium citrinum, coletado em tegumento de
anuros no Parque Estadual Dois Irmé&os, Recife- PE. Fonte da imagem:
Google.

Penicillium fellutanum

Penicillium fellutanum cresce no solo e
em superficies de sementes e pode
tolerar extrema secura e salinidade. P.
fellutanum ¢é incapaz de solubilizar o
fosfato de calcio, mas solubiliza
eficazmente os fosfatos de ferro e
aluminio. O genoma de P. fellutanum
ajudard a desvendar mecanismos de
solubilizacdo de P e contribuigcdes
fangicas para o ciclo P. fellutanum.

Figura 10: Descri¢cao do fungo Penicillium fellutanum, coletado em tegumento
de anuros no Parque Estadual Dois Irmaos, Recife- PE. Fonte da imagem:

Google.
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O género Paecilomyces pode ser distinguido do género Penicillium,
relacionado de perto, com frases e colbnias divergentes longas e divergentes
gue nunca sao tipicamente verdes. As espécies de Paecilomyces sdo moldes
ambientais comuns e raramente estdo associadas a infeccdo humana. No
entanto, as espécies, P. variotii e P. marquandii estdo emergindo como
agentes causadores de queratite micética e de hialohiofomicose no paciente
imunocomprometido.

Paecilomyces

Paecilomyces &€ um genero de
fungos nematofagos que matam
nematodes por patogénese. Por
esta razdo, estes fungos podem
ser usados como bionematicidas
por aplicacao no solo.

Figura 11: Descricdo do género Paecilomyces, coletado em tegumento de
anuros no Parque Estadual Dois Irméos, Recife- PE. Fonte da imagem:
Google.

Aspergillus é um género de fungos que apresenta coloracdo branca ou
amarelada com formacdo de pedunculos e uma ponta colorida. S&o
importantes agentes decompositores de alimentos. Sao utilizados na
producdo de alimentos e producdo comercial de &cido citrico, gluconico e
galico. Existem mais de 200 espécies encontradas na natureza.
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As espeécies de Aspergillus séo aerobicas
e encontradas em ambientes ricos em
oxigénio, onde geralmente crescem na
superficie onde vivem. Contaminam
restos de comidas (como paes e batatas)
e crescem em muitas plantas e arvores.

Figura 12: Descricdo do género Aspergillus, coletado em tegumento de
anuros no Parque Estadual Dois Irmé&os, Recife- PE. Fonte da imagem:
Google.

Tremella € um género de fungos na familia Tremellaceae. Todas as
espécies Tremella sdo parasitas de outros fungos e a maioria produz estados
de levedura anamorficos, eles sao gelatinosos e sao classificados
coloquialmente entre os "fungos de gelatina". Existem mais de 100 espécies
de Tremella sdo atualmente reconhecidas em todo o mundo e alguns deles
sao comercialmente cultivados para alimentacéao.

Tremella sp.

Os corpos de frutas (quando presentes) sdo gelatinosos.
Em algumas espécies, sdo pequenas (menos de 5 mm
de didmetro) e pustulares para pulverizar (em forma de
almofada). Em outros, eles sdo muito maiores (até 150
mm de diametro) e podem ser lobulados variadamente,
ceféliformes (como um cérebro, com dobras e cumes),
ou foliares (com folhas de folhas ou de algas). Muitas
espécies de Tremella, no entanto, sdo parasitas de
hymenial, produzindo esporos dentro dos corpos de
frutas de seus hospedeiros e sdo visiveis apenas
microscépicamente.

Figura 13: Descricdo do género Tremella, coletado em tegumento de anuros
no Parque Estadual Dois Irmaos, Recife- PE. Fonte da imagem: Google.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Ha necessidade de conhecer mais a microbiota, que apontam para o
conhecimento sobre salde ambiental e ocupacdo dos animais no seu
habitat. Esse estudo impulsiona outras possibilidades de conhecimentos
sobre fungos e sua relagdo com anfibios anuros.

Os fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium da
familia Trichocomaceae € conhecida por apresentar resultados de
impactos positivos e negativos nas atividades humanas , tais como
problemas a vias aéreas (HOUBRAKEN; SAMSON, 2011), todavia ainda
ndo tem sido reportada para anfibios anuros, ndo descartando a
possibilidade de danos aos mesmos de acordo com o quantitativo desses
microrganismo,o0s podendo atingir seu sistema imunologico.
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6. APENDICE I: Lista Descritiva de espécies de anfibios do Parque
Estadual Dois Irmdos com imagens das colonias de fungos e imagens de
estruturas encontradas de fungos.

Anfibios (Ordem Anura)

Pristimantis ramagii (Boulenger, 1888)

Nome Vulgar: Desconhecido.

Distribuicdo Geografica: Esta espécie é endémica
do Brasil, encontra-se na costa dos Estados de
Pernambuco, Paraiba, Alagoas, Sergipe e Bahia.
Habitat/Habito: Vive em floresta priméaria e
secundéria, tanto na borda de matas como &reas
rochosas, sendo geralmente encontrada no chdo de
folhas na serrapilheira, e também na vegetacao baixa.
Caracteristicas: 3a5cm.

Exemplares do Pristimantes ramagii

63: Em processo de analise laminar na histologia.
498: Penicillium aurantiogriseum (Dierckx)

499: Paecilomyces sp.

504: Aspergillius sp.

508: Paecilomyces sp.

Amostra 508-R1
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Amostra 508-R2

510: Penicillium aurantiogriseum (Dierckx)

Amostra 510-R1

B-

530: Penicillium aurantiogriseum (Dierckx) e Levedura

B-

Figura 10: Amostra 508-R1/A- Placa de Petri com o crescimento de colbnia de fungo
filamentoso presente no dorso de Pristimantis ramagii (Boulenger, 1888) e B- Estrutura de
Paecilomyces sp. ; Amostra 508-R2/A- Placa de Petri com o crescimento de colénia de
fungo filamentoso presente no dorso de Pristimantis ramagii (Boulenger, 1888) e B-
Estrutura de fungo Paecilomyces sp. (fungo encontrado em solo); Amostra 510-R1/A-
Placa de Petri com o crescimento de colonia de fungo filamentoso presente no dorso de

Recife, 2018
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Pristimantis ramagii (Boulenger, 1888) e B- Estrutura de fungo Penicillium aurantiogriseum
(Dierckx) (fungo encontrado em solo) e Amostra 530-R1/A- Placa de Petri com o
crescimento de colénia de fungo filamentoso presente no dorso de Pristimantis ramagii
(Boulenger, 1888) e B- Estrutura de fungo Penicillium aurantiogriseum (Dierckx) e
Levedura.

Hypsiboas albomarginatus (Spix, 1824)

Nome Vulgar: Perereca-Verde ou Perereca-Araponga.
Distribuicdo Geografica: Ocorre na Mata Atlantica do
leste do Brasil nos estados de Pernambuco a Santa Catarina.
Habitat/Habito: Vive em arbustos ou no chdo, perto dos
corpos d’agua na borda das florestas tropicais Umidas, em
florestas degradadas, e em areas abertas perto da floresta.
Produz em &gua parada temporaria ou permanente, até
mesmo em agua corrente (THE IUCN RED LIST OF
TRHEATENED SPECIES).

Caracteristicas: Coloragdo verde no corpo e alaranjada no
interior da coxa. Médio Porte medindo aproximadamente
68.0 mm.

Exemplares da Hypsiboas albomarginatus

71: Em processo de analise laminar na histologia.

Hypsiboas semilineatus (Spix, 1824)

Nome vulgar: R&-de-Listra

DistribuicAo Geogréafica: E endémica do Brasil na Mata
Atlantica, segundo (FROST, 2011), ocorrendo desde o Estado de
Pernambuco até Santa Catarina (SANTOS et al., 2009; FROST,
2011).

Habitat / Habito: Ocupa diversos microhabitats, sendo registrada
frequentemente em &reas florestadas sobre plantas herbaceas e em
corpos d’agua permanentes (GUEDES; MOURA, 2008).
Caracteristicas: Apresenta um tamanho corporal mediano com o
comprimento rostro-cloacal médio de 55 mm (SANTOS et al.,
2009).

Exemplares da Hypsiboas semilineatus

52: Em processo de analise laminar na histologia.
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115: Em processo de analise laminar na histologia.
494: Penicillium aurantiogriseum (Dierckx)

514: Tremella sp.

519: Aspergilius sp.

Amostra 519-R1

Figura 11: Amostra 519-R1/A- Placa de Petri com o crescimento de colonia de fungo
filamentoso presente no dorso de Hypsiboas semilineatus (Spix, 1824) e B- Estrutura de
fungo Aspegilius sp. (fungo encontrado em plantas e caules).

Scinax eurydice (Bokermann, 1968)

Nome Vulgar: Desconhecido

Distribuicdo Geografica: Mata Atlantica de S&o Paulo, Rio
de Janeiro, Minas Gerais e Bahia até o norte da cadeia do
espinhaco (Chapada Diamantina), em Senhor do Bonfim.
Habitat/Habito: Vive sempre proximo de lagoas.
Caracteristicas: Espécie grande do género que pode atingir
6 cm de comorimento total.

70: Em processo de analise laminar na histologia.
78: Em processo de analise laminar na histologia.

505: Penicillium citrinum
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Leptodactylus troglodytes (A. Lutz, 1926)

Nome Vulgar: Cacote.

Distribuicdo Geografica: Endémica do Brasil sendo muito
comum na regido Nordeste do Brasil nos estados de
Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Bahia e Minas Gerais.
Habitat/Habito: Cerrado, Caatinga, e em sistemas de dunas
na zona de Mata Atlantica. Ele constr6i ninhos de espumas e
camaras de incubacdo em solo Umido perto de pocas
temporarias. As larvas se desenvolvem em agua.
Caracteristicas: Cerca de 6 centimetros de comprimento.

Exemplares do Leptodactylus troglodytes
120: Em processo de analise laminar na histologia.

13 B: Penicillium fellutanum

Amostra 13B-R2

Figura 12: Amostra 13B-R2/A- Placa de Petri com o crescimento de col6nia de fungo
filamentoso presente no dorso de Leptodactylus troglodytes (A. Lutz, 1926) e B- Estrutura
de Penicillium fellutanum.
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Adenomera marmorata (Lutz, 1930)

Nome Vulgar: Marmoreado Tropical, ra-touro.

Distribuicdo Geografica: E endémica para o sul do Brasil nos
estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana. Seus
naturais habitats sdo subtropicais ou tropicais humidas de baixa
altitude florestas, humidas tropicais ou subtropicais florestas de
altitude e jardins rurais.

Habitat/Habito: E uma espécie diurna que vive no solo na floresta
primaria e secundaria, e também em clareiras e na borda da floresta,
bem como em jardins. Os machos normalmente vocalizam sobre o
solo sob a vegetagdo no final da tarde. Os ovos sdo colocados no
chdo; girinos viver e desenvolver-se na folha-de maca fora da agua.
Se alimentam de isopodes, formigas e insetos larvas que sdo
encontrados em abundancia em seus habitats.

Caracteristicas: Espécie que tem cerca de 3-5 cm de comprimento,
apresentando coloracdo marmoreada.

(Foto: Google)

Amostra 526-R1
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Figura 13: Amostra 526-R1 A- Placa de Petri com o crescimento de col6nia de fungo
filamentoso presente no dorso de Adenomera marmorata (Lutz, 1930) e B, C e D-
Estruturas de Paecilomyces sp.

2Z: Penicillium fellutanum.

Chiasmocleis alagoanus (Cruz, Caramaschi & Freire, 1999)

Nome Vulgar: Desconhecido.

Distribuicdo Geografica: Conhecida da Mata Atlantica entre
Alagoas, Paraiba e Recife.

Habitat/Habito: Possui habitos fossoriais, aparecendo sobre o
solo nos periodos reprodutivos e chuvoso.

Caracteristicas: Espécie pequena que atinge cerca de 3 cm de
comprimento total.

(Foto: Vanessa Nascimento)

Exemplar de Chiasmocleis alagoanus

502: Penicillium citrinum.

Amostra 502-R2

Figura 14: Amostra 502-R2/A- Placa de Petri com o crescimento de col6nia de fungo
filamentoso presente no dorso de Chiasmocleis alagoanus (Cruz, Caramaschi & Freire,
1999) e B- Estrutura de fungo Penicillium citrinum. (fungo encontrado em solo).
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Pseudopaludicola falcipes (Hensel, 1867)

Nome Vulgar: Rézinha
Distribuicdo Geografica: Ocorre em todo o Brasil.

Habitat/Habito: E muito abundante em banhados, charcos, e beira de
lagoas, lavouras de arroz e diversos corpos d’agua em areas abertas
onde é comum escutar diversos machos em atividade de vocalizagéo,
inclusive durante o dia. Van Sluys & Rocha (1998) estudando uma
populacdo desta espécie no Estado do Pard, sugeriram que as presas
principais sejam hemipteras (percevejos) e dipteros (moscas e
mosquitos). Seu canto lembra um estalo repetido seguidamente. Por ter
uma distribuicdo bastante ampla e por ser um anuro muito pequeno é
possivel que corresponda a um complexo de espécies.

© Axel Kwet

Caracteristicas: E a uma das menores ras que mede de 1,5 a 2,0cm. A
coloracdo é marrom clara até cinza, geralmente possui um desenho em
forma de Omega no dorso e diversas manchas escuras. Alguns
individuos apresentam uma faixa clara que vai do focinho até a cloaca,
0 ventre é branco e nos machos o saco vocal é amarelo.

Exemplar de Pseudopaludicola falcipes

511: Tremella sp.

Amostra 511-R1

Amostra 511-R2
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Frostius pernambucensis (Bookerman, 1962)

Nome Vulgar: Desconhecido

Distribuicdo Geografica: Mata Atlantica do Recdncavo
Baiano, nas serras do Timbo, em Amargosa, e da Jiboia, em
Eliseo Medrado, na Bahia, Alagoas, Pernambuco e Paraiba.
Habitat/Habito: Vive no folhedo da floresta, bromélias, etc.
Caracteristicas: Espécie pequena que atinge 3,5 cm de
comprimento total.

(Foto: Vanessa Nascimento)

Exemplares de Frostius pernambucensis
144: Confirmado através da identificacéo visual
388: Confirmado atraves da identificagéo visual

Girino: Confirmado através da identificacéo visual

Physalaemus cuvieri (Fitzinger, 1826)

Nome Vulgar: Ra-cachorro

Distribuicao Geografica: Vive em quase todo o
Brasil e ao sul da Floresta Amazonica.
Habitat/Habito: Vive no folhedo da vegetacéo,
em areas abertas ou interior de florestas.
Caracteristicas: Espécie pequena que atinge
cerca de 3 cm de comprimento total e apresenta
uma vocalizacdo ¢ uma das mais conhecidas e
ouvidas, lembrando um latido, ou algo como “foi
nao foi”.

Exemplares do Physalaemus cuvieri (Fitzinger, 1826)

54: Em processo de analise laminar na histologia.
370: Em processo de analise laminar na histologia.
392: Em processo de analise laminar na histologia.
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Dendropsophus branneri (Cochran, 1948)

Nome vulgar: Perereca pequena.

el | Distribuicdo Geografica: E endémica do Brasil nos
estados de Maranhdo, Ceara, Pernambuco, Bahia e Rio
de Janeiro.

Habitat / Habito: Vivem em uma grande variedade de
habitats, incluindo savanas, matagal, areas abertas e
dunas. Encontra-se em vegetacdo perto de 4&gua
estagnada. Produz em pocas temporarias e permanentes,
sdo terrestres e de agua doce. E uma espécie adaptavel a
diversos climas e locais.

Caracteristicas: Mancha branca embaixo dos olhos.

Exemplar do Dendropsophus branneri

153: Em processo de analise laminar na histologia.

Agalychnis granulosa (Cruz, 1989)

Nome vulgar: Perereca verde.

Distribuicdo Geogréafica: Encontrada até o momento
apenas em Recife/PE, norte de Alagoas e na Serra do
Timbo, em Amargosa, na Bahia.

Habitat / Habito: Vive sobre arbusto e arvores da Mata
Atlantica préxima de lagoas temporaria.

Caracteristicas: Perereca de coloracdo verde, espécie
mediana que pode alcancar 6 cm de comprimento total.
Encontra-se na lista da IUCN, como espécie criticamente
Marcos Freitas ameacada.

Exemplar do Agalychnis granulosa
702: Em processo de analise laminar na histologia.
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Scinax fuscomarginatus (A. Lutz, 1925)

Nome vulgar: Pererequinha-do-brejo.

Distribuicdo Geografica: No Brasil sua distribui¢do foi inicialmente
descrita como restrita para as regifes do Cerrado e do Pantanal. No
entanto, ele tem posteriormente foi gravado de varias localidades em a
Mata Atlantica e Caatinga do Nordeste do Brasil (Leite Jr. et al., 2008).
Habitat / Habito: Sdo comumente encontrados em habitats de pantanos
ou nas proximidades de lagos (Haddad, Toledo e Prado, 2008).
Caracteristicas: Tem um corpo alongado com cerca de 2 para 2,5 cm,
apresenta coloracéo dorsal amarelada, duas bandas mais largas (Bastos
et al 2003; Freitas e Silva, 2004; Freitas, 2011) e barriga leve (Bastos et
al, 2003).

(Google)
Exemplar da Scinax fuscomarginatus

692: Em processo de analise laminar na histologia.

Dendropsophus minutus (Peters, 1872)

Nome vulgar: Perereca pequena.

Distribuicao Geogréfica: Mata Atlantica do Sul do
Brasil até o Rio Grande do Norte, parte do bioma
cerrado e também em Pernambuco foi encontrado no
PEDI.

Habitat / Habito: Vive sobre a vegetacdo aquatica em
lagoas da Mata Atlantica.

Caracteristicas: Espécie pequena que alcanca 2 cm de
comprimento total.

(Google)

Exemplar da Dendropsophus minutus
694: Em processo de analise laminar na histologia.
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Phyllodytes luteolus (Wied-Neuwied, 1824)

Nome vulgar: Perereca dourada

Distribuicdo Geografica: Conhecida na Mata
Atléantica do Rio de Janeiro até Pernambuco.
Habitat / Habito: Vive unicamente dentro de
bromélias, notadamente em restingas, apresenta fase
larval livre (PEIXOTO,1977).

Caracteristicas: Espécie pequena que pode alcancar
3 cm de comprimento total.

(Google)

Exemplares da Phyllodytes luteolus
24: Em processo de analise laminar na histologia.
122: Em processo de analise laminar na histologia.

Scinax auratus (Wied-Neuwied, 1821)

Nome vulgar: Perereca.

Distribuicdo Geografica: Ocorre na mata Atlantica do nordeste do
Brasil.

Habitat / Habito: Pode ser encontrada no interior da floresta em
afloramentos rochosos e em areas abertas ao longo da borda da
floresta (ALVES et al, 2004; REVISTA BRASILEIRA DE
ZOOLOGIA). E uma espécie muito adaptavel e é encontrada
também no interior de bromélias epifitas (BOKERMANN, 1969).
Produz em pogas temporarias e permanentes, espécie terrestre e de
agua doce (THE IUCN RED LIST OF THREATENED SPECIES).
Caracteristica: Diagnosticada pelo padrdo dorsal de listas brancas
dorsolaterais em fundo castanho-escuro, interocular faixa
. transversal branca e pequenas manchas brancas espalhadas;
- focinho arredondado e vista dorsal e perfil; dorsal pele lisa (BIO

Exemplar da Scinax auratus
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72: Em processo de analise laminar na histologia.

Rhinella crucifer (Wied-Neuwied, 1821)

Nome vulgar: Sapo-de-Mata, Sapo-Cururu.
Distribuicdo Geografica: Esta espécie ocorre na Mata
Atlantica do Nordeste do Brasil, Uruguai, Argentina,
Paraguai.
Habitat / Habito: Florestas subtropicais ou tropicais Umidas
e serapilheira de baixa altitude, proximo a rios intermitentes
de &gua doce e brejos. S&o mais noturnos, refugiam-se entre
raizes, lajes de pedra ou sob folhico (IUCN RED LIST OF
: & THREATENED SPECIES).

Rhinella cr'uafer, Caracteristicas: Podem chegar a 9-12 cm.

Exemplares de Rhinella crucifer
75: Em processo de analise laminar na histologia.
137: Em processo de analise laminar na histologia.

Recife, 2018



Silva, P. S. Fungos associados a comunidade de anfibios anuros no PEDI...

APENDICE II: Médulo RAPELD

As parcelas trabalhadas apresentam comprimento de 250 m
com 1 m de largura, essa parcela é demarcada no campo apenas
pelo corredor central, sendo este com 1 m de largura e estende-se
por todo o comprimento da parcela. Para viabilizar a integracdo e
existéncia de pesquisas de longo prazo, as parcelas terrestres
foram divididas em trés zonas ou faixas (Figura 1). Cada uma
destas faixas contempla uma das trés principais formas de coleta de
dados: amostragem de organismos sensiveis, amostragem de
impacto, amostragem destrutiva/ manipulativa.
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Figura 1: A- Esquema da parcela terrestre seguindo a curva de
nivel. A parcela €& delimitada apenas pelo corredor central e a
parcela apresenta 1 m de corredor; B- Diagrama ilustrando o
zoneamento das parcelas terrestres e localizagao das faixas
definidas para cada modalidade de pesquisa.
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