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RESUMO

Os anfibios apresentam as maiores taxas de extin¢do de espécies, quando comparados com
qualquer outro grupo de vertebrados. A quitridiomicose, doenga provocada pelo fungo
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) que tem globalmente afetado os anfibios desde a década
de 70, tem sido considerada a principal causa desse declinio. Levando-se em consideracao que
0 Brasil é o pais com maior riqueza de anfibios, com muitas espécies endémicas, torna-se
necessario compreender os efeitos da quitridiomicose em territorio brasileiro. Somando a isso,
poucos sdo os estudos na regido semidrida do pais. Dessa forma, o presente trabalho teve por
objetivo investigar se populacdes de anuros residentes no estado do Ceara apresentam resultado
positivo para fungo Bd.. O trabalho foi realizado por meio de coletas nas seguintes areas:
Reserva Particular do Patrimonio Nacional (RPPN) Monte Alegre em Pacatuba, Planalto da
Ibiapaba, Serra de Maranguape, Chapada do Araripe, Farias Brito e Campos Sales. A coleta de
amostras da pele de anfibios foi realizada utilizando swab ap6s captura dos anuros adultos. Em
seguida, realizou-se a extragdo do DNA total dos swabs através do Kit PrepMan e as amostras
foram submetidas a técnica de PCR utilizando-se iniciadores especificos para o Bd (Bdla 5’-
CAGTGTGCCATATGTCACG-3’ ¢ o Bd2a 5’-CATGGTTCATATCTGTCCAG-3’). Foram
analisadas 125 amostras, compreendendo 28 espécies pertencentes a 8 familias de anuros, com
20 (69 %) destas espécies apresentando resultado positivo para presenca do fungo Bd. Todas as
localidades apresentaram resultados positivos, sendo Farias Brito o local com maior proporgao
de espécies positivas (88 %) e Maranguape o local com menor propor¢ao de espécies positivas
(7 %). O presente estudo resultou no primeiro registro de infec¢do pelo Bd para as espécies
Boana raniceps, Dendropsophus nanus, Dendropsophus soaresi, Scinax x-signatus,
Leptodactylus troglodytes, Leptodactylus vastus, Physalaemus cicada, Pseudopaludicola
mystacalis, Proceratophrys ararype € Adenomera juikitam. De forma preocupante, entre as
espécies que apresentaram resultado positivo, encontram-se Pristimantis sp. € Proceratophrys
ararype que apresentam distribui¢do restrita aos brejos de altitude, refugios florestais que se
encontram sob forte ameaga de ac¢des antropicas. Portanto, os resultados do presente estudo
confirmam a presenca do fungo Bd em 20 espécies de anuros € em 6 locais do estado do Ceara,
tanto em areas de Caatinga como em areas de brejos de altitude e fornecem os primeiros dados

para subsidiar medidas de prevengao contra o fungo Bd no estado do Ceara.

Palavras-chave: quitridiomicose; caatinga; semiarido; anfibios; patogeno.



ABSTRACT

Amphibians have the highest species extinction rates when compared to any other vertebrate
group. Chytridiomycosis, a disease caused by the fungus Batrachochytrium dendrobatidis (Bd)
that has globally affected amphibians since the 1970s, has been considered the main cause of
this decline. Taking into account that Brazil is the country with the greatest wealth of
amphibians, with many endemic species, it is necessary to understand the effects of
chytridiomycosis in Brazilian territory. Adding to this, there are few studies in the semi-arid
region of the country. Thus, this study aimed to investigate whether anuran populations residing
in the state of Ceara present positive results for the Bd fungus. Pacatuba, Ibiapaba Plateau, Serra
de Maranguape, Chapada do Araripe, Farias Brito and Campos Sales. The collection of samples
from the skin of amphibians was performed using a swab after capturing the adult frogs. Then,
total DNA extraction from the swabs was performed using the PrepMan Kit and the samples
were submitted to the PCR technique using specific primers for Bd (Bdla 5'-
CAGTGTGCCATATGTCACG-3' and Bd2a 5-CATGGTTCATATCTGTCCAG -3'). 125
samples were analyzed, comprising 28 species belonging to 8 anuran families, with 20 (69%)
of these species showing positive results for the presence of the Bd fungus. (88%) and
Maranguape the place with the lowest proportion of positive species (7%). The present study
resulted in the first record of Bd infection for the species Boana raniceps, Dendropsophus nanus,
Dendropsophus soaresi, Scinax x-signatus, Leptodactylus troglodytes, Leptodactylus vastus,
Physalaemus cicada, Pseudopaludicola mystacalismera, Procertaikismera julysmera and
Adenophrys. Worryingly, among the species that showed positive results, there are Pristimantis
sp. and Proceratophrys ararype, which have a restricted distribution to high-altitude swamps,
forest refuges that are under strong threat from anthropic actions. Therefore, the results of the
present study confirm the presence of the Bd fungus in 20 species of anurans and in 6 locations
in the state of Ceard, both in Caatinga and swamp areas, and provide the first data to support

preventive measures against the Bd fungus in the state of Ceara.

Keywords: chytridiomycosis; caatinga; semi-arid; amphibians; pathogen.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma vasta diversidade de animais e plantas, sendo o pais com maior
riqueza de espécies de anfibios do planeta (SEGALLA et al., 2019). No entanto, a
biodiversidade global vem sendo constantemente ameagada por agdes antrdpicas, existindo uma
grande preocupacdo entre bidlogos e profissionais de satide em relagdo a conscientizacdo da
sociedade sobre a importancia da sua conservacdo da natureza. A reducao da biodiversidade
tem como consequéncias, entre outras, alteracdes na propagacdo de doengas que afetam os
humanos, diminui¢do de bens da natureza que seriam utilizados para producdo de
medicamentos, redu¢do na produ¢do de alimentos, alteragdes na qualidade da 4gua e impacto
em todos os demais produtos e servigos ecoldgicos prestados pelos ecossistemas (COSTANZA
et al., 1997; BAILEY, 1999; CRAGG; NEWMAN, 2013).

Os sapos, rds e pererecas compoem a ordem bioldgica Anura, que estd inclusa na
classe Amphibia (DUELLMAN; TRUEB, 1994). Os anuros frequentemente alcancam elevadas
densidades populacionais, desempenhando papel fundamental nas cadeias alimentares de
muitos ecossistemas terrestres (HOCKING ; BABBITT, 2014). Os anuros também se destacam
no controle de pragas, como bioindicadores de qualidade ambiental e fonte de farmacos (OZA,
1990; RAGHAVENDRA; SHARMA; DASH, 2008; ROSSA-FERES et al., 2011).

Apesar de sua importancia para os ambientes, a conservagao dos anfibios ¢ motivo
de preocupagdes, tendo sido registrados declinios em 501 espécies no mundo,
compreendendo 6,5% das espécies descritas de anfibios, incluindo 90 extingdes (18%)
(SCHEELE et al., 2019), sendo o grupo dos vertebrados com maiores taxas de extingdo
(STUART et al., 2004; CARVALHO; BECKER; TOLEDO, 2017). Dentre as causas desses
declinios, estdo perda de habitat, mudangas climaticas, introducdo de espécies exdticas e
poluicdo (COLLINS; STORFER, 2003). Entretanto, a maior causa para essas altas taxas de
declinio ¢ a contaminag¢ao pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) Longcore; Pessier;
Nichols (1999) causador da quitridiomicose. Esse fungo tem se espalhado por vérios
continentes e causado a morte de uma enorme quantidade de anfibios (FISHER; GARNER,
2020).

No Brasil, poucos estudos investigaram o niimero de espécies de anfibios infectadas
e a distribuicdo geografica das mesmas (RODRIGUEZ et al., 2014; WOODHAMS et al., 2015;
CARVALHO; BECKER; TOLEDO, 2017). Nesse contexto, fazem-se necessarios estudos que
abranjam regides ainda ndo investigadas, além do monitoramento de areas onde o fungo ja foi

registrado. Estudos que avaliem as infec¢des de anfibios por esse fungo sdo extremamente
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urgentes, pois poderdo subsidiar medidas voltadas para a conservagao global desses organismos.
Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo investigar se populacdes de anuros residentes

no estado do Ceara apresentam resultado positivo para fungo Bd.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cenério mundial da Quitridiomicose

A quitridiomicose ¢ uma doenga altamente contagiosa que tem causado declinio de
populacdes de anfibios em todo o mundo. Ela ¢ vista como o principal agente de extingao do
grupo em escala global (BURROWES; DE LA RIVA, 2017; SCHEELE et al., 2019).

A doenca quitridiomicose ¢ causada por duas espécies de fungos pertencentes ao filo
Chytridiomycota. A espécie Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) descrita por Longore et al.
(1999), e a espécie B. salamandrivorans (Bsal) descrita por Martel et al. (2013).

O filo Chytridiomycota ¢ composto por fungos heterotréficos que tém distribuicao
cosmopolita (PESSIER et al., 1999). Os Chytridiomycota possuem caracteristicas de
organismos de areas aquaticas e ribeirinhas por serem os Unicos que tem zoosporo méovel com
flagelo (esporo moével) (JAMES et al., 2009). A maioria das espécies de fungos quitridios foi
catalogada como organismos aquaticos ou do solo, podendo ser aerdbicos ou anaerdbicose de
vida livre ou parasitas obrigatdrios de fungos, algas, plantas ou invertebrados, como insetos,
rotiferos e nematoides (BERGER, 1998; FISHER et al., 2009).

O Bd e o Bsal, junto com o parasita de peixes Ichthyochytrium vulgare, sao 0s
unicos Chytridiomycota que parasitam animais vertebrados, bem como os unicos a infectar
células queratinizadas que estdo na epiderme de anfibios vivos (PESSIER et al., 1999). O
epiteto especifico do Bd ¢ uma referéncia aos anuros da espécie Dendrobates azureus que foram
encontrados mortos no Smithsonian National Zoological Park localizado em Washington,
Estados Unidos, onde o patogeno foi isolado pela primeira vez no ano de 1998. O nome
genérico, por sua vez, € relativo a Batracho (do grego = rd) e chytrium em referéncia ao filo
Chytridiomycota (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999). Finalmente, o epiteto
especifico de B. salamandrivorans significa “comedor de salamandras”, devido ao patogeno
infectar a pele de salamandras e ter sido isolado pela primeira vez nesses animais (MARTEL et
al., 2013).

Estudos realizados em sequéncias do genoma do Bd revelaram que h4, pelo menos
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5 linhagens desse fungo: uma linhagem panzodtica, chamada de Bd-GPL; a linhagem da Suica,
Bd-CH; a linhagem do Cabo, Bd-Cape, as linhagens Bd ASIA-1 (com relagao ancestral com
outras linhagens), Bd ASIA-3, também da Asia, e a linhagem Bd-Brasil (FISHER; GARNER,
2020). A linhagem Bd-Brasil foi uma das primeiras que divergiu das demais linhagens na
historia filogenética (ROSENBLUM et al., 2013). Fisher e Garner (2020) relatam que ha
linhagens variantes do Bd, dentre elas se encontra a variante Bd ASIA-2/BRASIL no Brasil,
encontrada no bioma Mata Atlantica, na Coréia, e trazem evidéncias de reproducdo sexual em
Bd (SCHLOEGEL et al., 2012).

O declinio e a extingdo de espécies de anfibios tém sido relatadas desde a década
de 1970 (ETEROVICK et al., 2005; ALMEIDA-GOMES et al., 2010; RODRIGUEZ et al.,
2014). Entretanto, foi apenas na década de 1990 que estes fendmenos, que estavam ocorrendo
em todo o mundo, passaram a nao ser associados apenas as mudancas ambientais (ALTWEGG;
REYER, 2003). Nos anos de 1996 a 1998, foi registrada a morte de anfibios por uma
enfermidade observada em sua pele, que, posteriormente, foi associada a presenca de
organismos do grupo dos quitridiomicetos (BERGER; SPEARE; HYATT, 1999). A infec¢ao
apresentava formas arredondadas que estavam na epiderme dos anuros. Com o auxilio da
microscopia eletronica foi possivel ver a pele com mais detalhes, sendo relatada a presenga de
organismos intracelulares com zodsporos que sdo caracteristicos de membros do grupo
Chytridiomycota (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999).

A primeira descricao do fungo Bd foi feita em anuros jovens e adultos vivos
infectados com a doenca, assim como em exemplares mortos, encontrados no alto de montanhas
em florestas tropicais localizadas em Queensland na Australia e no Panama (JAMES et al.,
2009). Naquela época, havia vérios aparecimentos de individuos mortos e uma quantidade
consideravel de declinios de populagdes, se tornando um preocupacao global (BERGER et al.,
1998).

O nuimero de locais onde foram informadas as ocorréncias de animais infectados
progrediu ao longo dos anos, sendo também detectada a presenca do Bd em girinos, apds a onda
de desaparecimento de adultos com a enfermidade (BERGER et al., 1998). A partir destas
constatagoes, os individuos mortos foram analisados sendo confirmada a presenca do fungo em
zonas cutaneas como causador desses declinios de anfibios (BERGER et. al., 1998).

A enfermidade encontrada na pele de anfibios ataca a epiderme do individuo (Figura
1), causando uma condi¢do chamada de hiperqueratose, que ¢ o engrossamento da camada
externa da pele onde estd presente a queratina. A queratina estad presente em grande parte da

camada externa da pele de anfibios, e tem como fungao a protecdo do corpo contra a infiltracao
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de dgua e de agentes quimicos e biolodgicos presentes no meio ambiente. A hiperqueratose
causada pelo Bd em anfibios provoca um desequilibrio osmético e disturbios eletroliticos,
resultando em dificuldades na respiragdo, parada cardiaca e, consequentemente, morte do
animal (BERGER, 1998; VOYLES et al., 2009). A quitridiomicose se espalha de forma rapida
e avassaladora no corpo do individuo (FISHER et al., 2009).

Figura 1- Bokermannohyla capra (A) e Leptodactylus cf. macrosternum (B) com
sinais macroscopicos sugestivos de quitridiomicose, como a perda de pigmentagao da
pele (marcas brancas indicadas pelas setas vermelhas).

Fonte: (AMORIM et al., 2019).

2.2 Dispersao do Batrachochytrium dendrobatidis

Os fatores que provocam a dispersdo ¢ o aumento da patogenicidade do fungo tém
sido motivo de debate (SCHEELE et al, 2019). Ha hipoteses que postulam que a intensificagao
de surtos causados pelo fungo Bd esta ligada a modificagdes no ambiente, como mudancgas
climaticas (RACHOWICZ et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2014). O Bd esteve presente na
Africa, Asia e América do Norte anos antes de declinios de popula¢des de anfibios serem
registradas no mundo (GOKA et al., 2009; VREDENBURG et al., 2013; RODRIGUEZ et al.,
2014). Ha evidéncias que o aumento da viruléncia do Bd pode ter sido provocado por
alteracdes climaticas nesses locais que apresentavam o fungo (POUNDS et al., 2006).

Para compreendermos como a infec¢do pelo patdgeno tem se espalhado no globo
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devemos analisar também sua prevaléncia e potenciais dispersores (LIPS et al. 2006; CHENG
et al., 2011). Alguns estudos destacam portadores que possivelmente dispersam a
quitridiomicose, mas nao se infectam, como répteis (PONTES, et al., 2018), anfibios (KOLBY
et al., 2015), aves aquaticas (JOHNSON; SPEARE, 2003; JAMES et al., 2006; LIPS et al.,
2006; BURROWES; DE LA RIVA, 2017) e crustaceos (MCMAHON et al., 2013), devendo ser
considerada, também, a dispersdo através do vento e da chuva (KOLBY et al., 2015).

Em um estudo realizado na Bélgica, foi detectada a presenga do Bd em 15% das
amostras coletadas em gansos e patos selvagens (GARMYN et al., 2012). Analises laboratoriais
in vitro em amostras coletadas dos pés das aves, onde ha presenca de queratina na pele,
registraram esporangios que liberavam zodsporos moveis, caracteristica do Bd, sugerindo que
0 mesmo possa ser repassado de forma bem sucedida por meio de aves aquaticas ao voarem de
um local para outro, dispersando zo6sporos em habitats aquaticos (GARMYN et al., 2012).

Ha duas hipdteses bastante persistentes que tentam explicar a dispersdo do Bd,
levando a disseminagdo desse patdgeno a niveis globais (LIPS, 1999). A primeira supde que
a infec¢do comegou na Africa, e em seguida foi transmitida para outros continentes pelo
comeércio de Xenopus laevis para pesquisas cientificas, farmacologicas e aquarios (WELDON
et al., 2004). A segunda supde que a disseminacao foi devido ao transporte intercontinental da
rd Lithobates catesbeiana (ra-touro) que ¢ muito utilizada na culindria de diversos paises

(JAMES et al., 2009).

2.3 Batrachochytrium dendrobatidis no Brasil

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do planeta (MITTERMEIER et
al., 2011), distribuida em seis biomas com caracteristicas distintas que abrigam uma variedade
de espécies, combinando diversidade e endemismo, essa grande riqueza de espécies estd
constantemente ameagada pelas agdes humanas. Os biomas Mata Atlantica e Cerrado ja
constam da lista mundial de hotspots (MYERS et al., 2000), sendo considerados regides
prioritarias para conservagdo, por apresentarem alta biodiversidade e grande risco de
degradacao (MYERS, 1988).

O Brasil exibe a maior riqueza de anfibios do mundo, com 1.214 (14,60%) das
8.314 espécies de anfibios presentes em todo o mundo (SEGALLA et al. 2019; FROST, 2021).
Esses animais constituem um dos grupos de organismos mais ameagados pela atual crise de
biodiversidade, com 40% das espécies ameagadas de extingdo (IUCN, 2021).

A quitridiomicose se espalhou pelo Brasil, com um maior numero de populagdes
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infectadas detectadas na Mata Atlantica (CARVALHO; BECKER; TOLEDO, 2017), devido,
pelo menos em parte, a maior concentracdo de estudos na regido. No entanto, o nimero de
sitios Bd registrados no Brasil vem crescendo e acentuando as preocupagdes quanto a contengao
da doenca (AMORIM et al., 2019; BENICIO et al., 2019). Além de afetar a diversidade dos
anuros, o problema se estende a outras espécies, pois os anfibios representam um importante
componente da cadeia alimentar. O declinio de suas populacdes pode afetar o controle de pragas
e causar o declinio das populagdes de predadores de anfibios, como as cobras (SHUMAN-
GOODIER et al., 2019; ZIPKIN et al., 2020), afetando a biodiversidade brasileira como um
todo.

Em relagdao aos fatores ambientais relacionados a dindmica da doenga na Mata
Atlantica, Griindler et al. (2012) investigaram os efeitos da altitude e habitat de reproducao na
prevaléncia e infec¢do individual (carga de zoodsporos/individuo). A prevaléncia de Bd
aumentou de forma significativa e constante com a altitude, ocorrendo também uma intera¢ao
entre altitude e local de reprodugdo, com uma maior probabilidade de infeccdo em anuros
reproduzindo em habitats 16ticos localizados em baixas altitudes. Os mesmos autores
(GRUNDLER et al., 2012) relataram infecgdes individuais maiores em altitudes mais elevadas
e em ambientes Iénticos e terrestres, em comparagdo com ambientes 16ticos, mas nao
encontraram evidéncias de interacdo entre altitude e habitat de reproducdo. Ruggeri et al. (2018)
por sua vez, analisaram a influéncia da sazonalidade das chuvas e da disponibilidade de 4gua
sobre a prevaléncia e intensidade de Bd na Mata Atlantica. Seus resultados indicaram maiores
prevaléncias em areas com maior disponibilidade de 4gua e durante a estagdo chuvosa/quente.
Por outro lado, os mesmos autores (RUGGERI et al., 2018) registraram uma severidade da
infec¢@o menor na estagdo chuvosa/fria, em comparagdo com a estagdo seca/quente. Ruggeri et
al. (2018) consideram que o aumento da prevaléncia na estagao chuvosa pode ser resultado da
aglutinacao dos anuros nos corpos d’agua para reprodugdo neste periodo € a maior intensidade
na infec¢do durante a estacdo seca poderia ser explicada por um aumento na suscetibilidade ao
Bd neste periodo.

A Tabela 1 apresenta os locais com registro do fungo Bd no Brasil. Sua incidéncia
¢ observada em populacdes de clima subtropical, como no Sul, compreendendo Rio Grande do
Sul (RS), Santa Catarina (SC) e Parana (PR); climas tropicais nas regides Sudeste e Centro-
Oeste, formados por Sao Paulo (SP), Rio de Janeiro (RJ), Minas Gerais (MG), Espirito Santo
(ES), Mato Grosso (MT), Mato Grosso do Sul (MS), Distrito Federal (DF) e Goias (GO); clima
tropical e semiarido no Nordeste, na Bahia (BA), Alagoas (AL), Pernambuco (PE), Rio Grande

do Norte (RN) e Piaui (PI); e clima predominantemente equatorial no Norte, nos estados do
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Tocantins (TO), Pard (AM), Acre (AC), Rondonia (RO), Roraima (RR), Amazonas (AM) e
Amapa (AP).

As amostras mais antigas em que o Bd foi detectado foram coletadas em 1894,
mostrando a ocorréncia de longo prazo deste fungo no Brasil favorecendo o desenvolvimento
da linhagem brasileira (Bd-Brasil) (RODRIGUEZ et al., 2014). Embora a presenca de Bd tenha
sido detectada em todos os seis biomas brasileiros, ha maior concentracao de estudos ¢
consequentemente maior numero de anfibios contaminados com Bd registrados no bioma Mata
Atlantica brasileira, que foi altamente modificado antropogenicamente (Tabela 1). Além disso,
os estudos sobre infecgdo por Bd foram mais numerosos na Mata Atlantica em comparagdo com
os outros biomas. Por outro lado, a regido do semidrido (Caatinga) ¢ o bioma com menor
quantidade de registros de infeccdo com Bd (Figura 2), paralelamente poucos estudos foram
realizados nessa regido.

O bioma Caatinga ¢ predominante no semiarido brasileiro, consistindo cerca de 80%
de area geografica. O nome Caatinga foi criado do tupi-guarani, tradicionalmente, “Caa”
significa mata, e “tinga” significa branca, conhecida também como sertdo, agreste, cariri, etc,
termos populares para denominar as diferentes vegetagdes desse bioma (MAIA et al., 2017).
Possuindo uma grande diversidade de espécies de animais e muitas ainda para serem
descobertas e/ou, descritas (FRANCISCO, 2013). Por esta razdo, a Caatinga ¢ considerada um
bioma rico em recursos genéticos, quando comparamos com outras regidoes semiaridas no
mundo. Em contraste, o bioma Caatinga, ¢ o menos estudado quanto a flora e a fauna, e tem
sofrido degradagdes antropicas (Maia et al., 2017). A Caatinga também ¢ uma regido que
apresenta precipitagdes pluviométricas com média anual inferior a 800 mm, com indice de
aridez de até 0,5 (balanco entre as precipitagdes e evapotranspiragdo), que torna o risco de seca
nesse ambiente acima de 60%. Por outro lado, as serras e chapadas, principalmente as
proximas da costa, ganham maiores volumes de precipitacdes, com temperaturas que variam
em torno dos 26 °C (ALVES, et al., 2009; QUEIROZ, 2011).

O ritmo acelerado da detecgdo do Bd nos biomas brasileiros ¢ alarmante. Devido a
escassez de estudos e ao tamanho continental do pais, € possivel que muitas populacdes de
anfibios ja estejam em declinio ou que as taxas de extingdo estejam aumentando
silenciosamente, portanto, medidas urgentes devem ser tomadas para entender o real estado da

infeccdo por Bd no Brasil para orientar as a¢cdes de conservacao.



20

Tabela 1- Areas no Brasil com registros de anfibios infectados com Bd. Mata Atlantica (MA); Floresta Amazonica (FA); Cerrado (CE); Caatinga

(CA); Pantanal (PAN).
# Espécies ,
Municipio Estado  diagnosticadas Biomas Periodo de Referéncias
coleta
com Bd
Cruzeiro do Sul, Porto Walter AC 2 FA 1993-2009 Becker et al. (2016)
Rio Preto da Eva AM 1 FA 1984 Becker et al. (2016)
Macapa AP 1 FA 2005-2008 Becker et al. (2016)
Alta Floresta, Comodoro, Paranaita, Porto Esperidido MT 3 FA 1976-2009 Becker et al. (2016)
Altamira, Jacareacanga, Oriximind, Santa Cruz Dos Becker et al. (2016)
Martirios PA 6 FA 1938-2013 Valencia-Aguilar et al. (2015)
Alto Paraiso, Espigdo D'Oeste, Machadinho D'Oeste RO 3 FA 1962-2001 Becker et al. (2016)
Amajari RR 1 FA 1986 Becker et al. (2016)
Lisboa et al. (2013)
Murici AL 17 MA 2012-2015 Ruthsatz et al. (2020)
Valencia-Aguilar et al. (2015)
. . ., Ruthsatz et al. (2020)
Cama?an, Camagaer, Czimamu, Ibirapitanga, Igrapiina, BA 12 MA 2004-2015 Amorim et al. (2019)
Itacaré, Mata de Sao Jodo, Salvador . .
Valencia-Aguilar et al. (2015)
Alfredo Chaves, Apiaca, Santa Leopoldina, Santa Teresa, ES 14 MA 19062015 Rodriguez et al. (2014)

Vargem Alta

Ruthsatz et al. (2020)



Aiuruoca, Buenopolis, Caeté, Camanducaia, Carangola,
Catas Altas, Congonhas do Norte, Itamonte, Jaboticatubas,
Mariana, Passa Quatro, Pogos de Caldas, Sao Roque de
Minas

Jaqueira, Pogao

Guaratuba, Ibaiti, Marumbi, Morretes, Pinhdo, Piraquara

Angra dos Reis, Cabo Frio, Campos dos Goytacazes,
Engenheiro Paulo de Frontin, Itaguai, Itatiaia, Jacarepagua,
Macaé, Nova Friburgo, Nova Iguagu, Petropolis, Resende,
Rio de Janeiro, Sdo Gongalo, Teresopolis, Valenga

Baia Formosa

Barracdo, Cambara do Sul, Canela, Caxias do Sul, Dom
Pedro de Alcantara, Erechim, Gramado, Itaqui, Itati, Monte
Alegre dos Campos, Santa Maria, Sdo Borja, Sdo Francisco
de Paula, Sao Lourengo do Sul, Sapiranga, Torres, Trés
Cachoeiras, Vacaria

Blumenau, Bombinhas, Corupa, Florianopolis, Ibirama,
Joinville, Lages, Laguna, Lauro Muller, Navegantes, Novo
Horizonte, Palhoca, Pomerode, Porto Belo, Rancho
Queimado, Santo Amaro da Imperatriz, Sdo Bento do Sul,
Sdo Miguel do Oeste, Seara, Timbé do Sul, Timbd

MG

PE

PR

RN

RS

SC

22

14

57

18

36

MA

MA

MA

MA

MA

MA

MA

1905-2010

2001-2014

1898-2015

1901-2015

2012-2015

1894-2015

1901-2015
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Rodriguez et al. (2014)
Valencia-Aguilar et al. (2015)
Griindler et al. (2012)
Toledo et al. (2006a)
Toledo et al. (2006b)
Ferreira et al. (2008)
Carnaval et al. (2006)
Carnaval et al. (2005)

Valencia-Aguilar et al. (2015)
Carnaval et al. (2006)

Rodriguez et al. (2014)
Ruthsatz et al. (2020)
Vieira et al. (2012)
Rodriguez et al. (2014)
Ruthsatz et al. (2020)
Ruggeri et al. (2018)
Toledo et al. (2006a)
Carnaval et al. (2006)
Brito-Gitirana et al. (2009)

Ruthsatz et al. (2020)

Rodriguez et al. (2014)
Becker and Zamudio (2011)
Toledo et al. (2006a)
Ruthsatz et al. (2020)

Rodriguez et al. (2014)
Toledo et al. (2006a)
Ruthsatz et al. (2020)

Preuss et al. (2015)
Preuss et al. (2016)



Americana, Apiai, Bauru, Bertioga, Botucatu, Cacapava,
Campos do Jordao, Capivari, Caraguatatuba, Cotia,
Cubatao, Ferraz de Vasconcelos, Francisco Morato,
Guaruja, Iguape, Ilhabela, Iporanga, Itanhaém, Itapetininga,
Itapeva, Itariri, Jaboticabal, Jundiai, Juquia, Mairipora,
Marilia, Natividade da Serra, Paulinia, Pedro de Toledo,
Peruibe, Pindamonhangaba, Piquete, Piracicaba, Piraju,
Praia da Enseada, Praia Grande, Queluz, Ribeirdo Pires, Rio
Claro, Rio Grande da Serra, Salesopolis, Santo André, Santo
Antodnio do Pinhal, Sdo Bernardo do Campo, Sao José do
Barreiro, Sao Luis do Paraitinga, Sao Paulo, Sao Sebastido,
Sao Vicente, Ubatuba

Barra, Gentio do Ouro, Piatd, Rio de Contas, Serra do

Ramalho

Picos

Barreiras

Planaltina

Alto Paraiso de Goias, Anapolis, Montes Claros de Goias,
Pirenodpolis

Coxim

Lucas do Rio Verde

Gurupi, Lizarda, Porto Nacional

SP

BA

PI

BA

DF

GO

MS

MT

TO

88

MA

CA

CA

CE

CE

CE

CE

CE

CE

1896-2015

1996-2014

2017

2009

2013

2009-2010

1980

2010

2006-2011

Rodriguez et al. (2014)
Carnaval et al. (2006)
Toledo et al. (2006a)
Ruthsatz et al. (2020)
Griindler et al. (2012)

Vieira et al. (2013)
Becker and Zamudio (2011)
Ruggeri et al. (2015)
Ferreira et al. (2008)
Coutinho et al. (2015)
Paula (2011)

Amorim et al. (2019)

Benicio et al. (2019)

Amorim et al. (2019)

Ramalho (2015)

Ramalho et al. (2013)
Becker et al. (2016)

Becker et al. (2016)

Becker et al. (2016)

Becker et al. (2016)
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Santo Antonio do Leverger MT 1

PAN

1963

Becker et al. (2016)
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Fonte: (BEZERRA, et al., 2021) com adaptacdes realizadas pela autora. Artigo submetido.
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Figura 2- Mapa com os locais onde foi registrada a incidéncia do fungo
Batrachochytrium dendrobatidis nos biomas brasileiros. Dados obtidos de
Carvalho; Becker; Toledo (2017) e Tabela 1.
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Fonte: Elaborado pela autora (Software QGIS 3.10.10).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta de dados

As coletas foram realizadas tanto na estacdo seca (julho e agosto de 2019), quanto
na estagdao chuvosa (janeiro, fevereiro e marco de 2020), em seis localidades do estado do
Ceara (Figura 3), incluindo areas mais umidas em brejos de altitude e areas mais secas de
caatinga sensu stricto: ~ RPPN Monte Alegre localizada em Pacatuba (3°59°22.1”S
38°37°44.5”W — brejo de altitude); Chapada do Araripe (7°16°47.5”°S 39°26°18”W — brejo de
altitude), municipio do Crato; Farias Brito (6°49°41.8”S 39°31°33.7”°W - Caatinga); Serra de
Maranguape (03°53°05”S 38°41°06”W — brejo de altitude), Planalto da Ibiapaba (3°53°05”S
38°41°06”W — brejo de altitude) e Campos Sales (7°04'53.6"S 40°19'23.7"W - Caatinga). Foi
realizada apenas uma coleta para cada localidade, com excecdo da localidade RPPN Monte
Alegre em que foram realizadas cinco expedi¢des em campo. Foram coletados, em média, cinco
exemplares de cada espécie por localidade. Licengas para coletas 68784 ¢ 29613 emitida pelo

Ministério do Meio Ambiente - SISBIO.
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Figura 3- Mapa do estado do Ceard, Brasil, com os pontos onde foram
realizadas as coletas do presente estudo.

*070.000™W 40°0°0.000"W 38°0'0.000"W

A

Occano Atlantico

4°0'0.000"S
4°0'0.000"5

0 1000 2000 km, .
— Brasil

* Localidades do estudo

1- Campos Sales

2- Farias Brito

3- Chapada do Araripe
4- Planalto da Ibiapaba
5- Maranguape

6- RPPN Monte Alegre

6°0'0.000S
6°0'0.000"S

*0'0.000"W 40°0"0.000"W 38°0°0.000"W

Fonte: Elaborado pela autora (Software QGIS 3.10.10).

3.2 Amostragem

A captura de espécimes de anuros para analise foi realizada manualmente através
de busca ativa. Em seguida a captura, os espécimes foram lavados com &agua ultrapura,
identificados e fotografados. Amostras da pele foram colhidas com o uso de swabs estéreis
prontos para uso (Figura 4), que foram passados de 5 a 7 vezes na parte ventral e inguinal, coxas
e pés do animal, com objetivo de garantir amostragem confiavel (HYATT et al., 2007).
Seguindo as recomendacdes de Lambertini et al. (2013) foram utilizadas luvas individuais para
cada espécime coletado, garantindo a integridade da amostra e evitando contaminagdo cruzada.
As amostras de swab coletadas foram colocadas em tubos criogénicos secos de 1,5 mL que
foram inseridos em caixas térmicas refrigeradas com gelo onde permaneceram até serem

levados ao laboratorio onde foram armazenados em temperatura de -20°C até serem utilizados

no processo de extragdo de DNA.
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Figura 4- Coleta de material bioldgico com swab realizado na RPPN
Monte Alegre em Pacatuba, Ce (Scinax x-signatus). Foto: Saulo G.
S. Bezerra.

Os individuos capturados foram avaliados quanto a presenca de alguns sinais
clinicos relacionados a quitridiomicose, como: pigmenta¢do anormal da pele, descamagao
epidérmica, irregularidades no tecido epitelial, erosdes (hiperqueratose) ou hiperplasia
(CECCON, 2019). Logo ap6s a inspecao e coleta de material, os animais foram liberados de

volta ao ambiente.

3.3 Extracdo do material genético

A extragdo de DNA dos swabs foi realizada seguindo o protocolo descrito por Boyle
et al. (2004), com alteragdes feitas por Lambertini et al. (2013). Foram adicionados 50 pL do
reagente PrepMan ULTRA® (Applied Biosystems) a cada tubo tipo eppendorf contendo o swab.
Seguiu-se com agitagdo em vortex por 45 segundos, centrifugagdo por 30 segundos a 12.000
RPM, mais uma vez agitacdo em vortex por 45 segundos e centrifugagdo por 30 segundos a
12.000 RPM. As amostras foram aquecidas por 10 minutos no ThermoMixer, resfriadas em
temperatura ambiente por 2 minutos e centrifugadas por 1 minuto a 12.000 RPM. Inverteu-se o
swab dentro do eppendorf, utilizando pincas flambadas a cada inversao, centrifugou-se por 5
minutos a 12.000 RPM e descartaram-se os swabs. Os tubos foram centrifugados por alguns
segundos e 45 pL da solugdo foram transferidos para novos tubos tipo eppendorfs, onde foram

centrifugados, uma ultima vez, por 10 minutos a 12.000 RPM.
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3.4 PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase)

A PCR foi realizada de acordo com o protocolo de Kosch € Summers (2013), com
algumas modifica¢des. Foram utilizados os iniciadores especificos para Bd (Bd la: 5'-
CAGTGTGCCATATGTCACG-3', Bd 2a: 5'-CATGGTTCATATCTGTCCAG-3')
desenvolvidos por Annis et al. (2004). A reagdo de PCR consistiu em: 5 pL de GoTaq Buffer
5x, 3uL de MgCl, (25mM), 0,5 de dNTPs (1000 uM), 5 uL de cada primer (5 uM), 0,2 pL de
Taq Polymerase (5U) 1,3 puL de 4gua, resultando em um Mix de 20 pL, foi adicionada a BSA
em uma concentragdo final de 400ng/pL para cada tubo contendo a mistura de PCR, e 5 uL
(diluicdo a 100ng) de DNA da amostra para um volume total de reagdo de 35 pL, incluindo a
BSA. Foi utilizado um controle negativo com agua destilada em substituicado ao DNA que foi
adicionado a reacao. As condi¢des do Termociclador foram as seguintes: desnaturagdo inicial a
95°C por 5 minutos, seguida de 44 ciclos de 45 segundos a 93°C, 45 segundos a 60°C, 1 minuto
a 72°C, e extensao final a 72°C por 10 minutos. Ap6s o término da PCR, foram utilizados 8 pL
de cada amostra amplificada para analise em gel de agarose 2%, juntamente com DNA ladder
como um padrao de tamanho de DNA. O gel foi corado com SYBRsafe e visualizado no
fotodocumentador de luz ultravioleta. O resultado foi considerado positivo para o patégeno Bd
quando foram visualizadas bandas de amplificacdo de aproximadamente 300pb (pares de bases).

Esse método foi utilizado para todos os testes.

Tabela 2 - Concentracdes finais utilizadas na reacao de PCR

para 35 pL.
Reagentes (Promega) Concentracao final
DNA (100ng/ pL) 600ng
Tampao (5X) 1X
MgCl: (25 mM) 3mM
dNTPs (10 mM) 0,2mM
Primer Bdla (5 puM) 1 uM
Primer Bd2a (5 uM) I WM
BSA (Img/ puL) 0,4 png/ pL
DNA polimerase (5U) 0,4U

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.5 Purificac¢do e precipitacio do DNA amplificado

Como forma de validar o protocolo de PCR, alguns produtos de PCR com a
amplificacdo confirmada foram purificados com acetato de potassio e alcool. Para isso, 72 pL
do produto de PCR (equivalente a reacdo de PCR em triplicata, em torno de ~30,6 pL) foram
adicionadas a 7,2 uLL de uma solugdo 3 M de acetato de potassio (pH 5,5) e 2 vezes o volume
total da solucdo de etanol 100%. Apds a homogeneizacdo por inversao, as solucdes foram
refrigeradas a temperatura de -80 °C por 30 min. Em seguida, foram centrifugados a 14.000 rcf,
4°C, por 15 min e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido com 150 pL de
etanol 70% gelado e, em seguida foi centrifugado a 14.000 rpm, 4°C, por 5 min. Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi secado em banho seco a 36°C por
aproximadamente 20 min. Quando foi possivel observar toda a evaporacdo do alcool, 0 DNA
purificado e precipitado foi ressuspendido em 30 pL de agua ultrapura livre de DNases e
RNases. A confirmacéo da retirada de impurezas das amostras foi observada pela concentracédo
final (ng/uL), sendo superior a 50 ng/uL, e pelas relagdes a 260/230 nm e 260/280 nm
quantificadas em espectrofotdmetro Nanodrop® ND-1000 (Nanodrop, Wilmington, DE, EUA).

3.6 Sequenciamento dos produtos de PCR

O sequenciamento de DNA foi realizado pelo método de sequenciamento de
SANGER através da empresa Macrogen Inc., Seul, Coréia (www.macrogen.com). As reacoes
de sequenciamento foram realizadas utilizando os iniciadores especificos para Bd (Bd la: 5'-
CAGTGTGCCATATGTCACG-3/, (Bd 2a: 5'-CATGGTTCATATCTGTCCAG-3")
desenvolvidos por Annis et al. (2004) (Amostras escolhidas para sequenciamento: CS11, CS13
— Campos Sales, FB02 — Farias Brito, PA27 — RPPN Monte Alegre, PI01 — Planalto da Ibiapaba
¢ SA18 — Chapada do Araripe). As sequéncias parciais fornecidas pela empresa Macrogen Inc.
foram de alta qualidade (Phred >20) e utilizadas para gerar sequéncias consenso usando o
programa Codon Code Aligner versdo 6.0.2 (Codon Code Corp, USA). Posteriormente, as
sequéncias consenso foram submetidas a identificacdo molecular na ferramenta de alinhamento
local BLAST (ALTSCHUL, 1990), utilizando o banco de dados nucleotide collection.
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4 RESULTADOS

4.1 Coleta

Foram colhidas amostras de 210 individuos capturados: (57 na RPPN Monte Alegre,
17 em Campos Sales, 18 na Chapada do Araripe, 22 em Farias Brito, 42 na Serra de Maranguape,
54 no Planalto da Ibiapaba) (Figura 5) distribuidos em 28 espécies diferentes (Tabela 03). As
amostras de cada espécie por local foram analisadas até a deteccdo do Bd, na continuagdo de
resultados negativos as amostras iam sendo testadas até o final, compreendendo um total de 125
amostras submetidas a extragdo de DNA e andlise por PCR, e 40 amostras com resultado

positivo.
4.2 Deteccio do Batrachochytrium dendrobatidis por PCR

Entre as 28 espécies de anuros coletadas, 20 (69 %) apresentaram individuos
positivos para Bd em pelo menos uma localidade, do total de amostras testadas por PCR (125
amostras). Todas as seis localidades amostradas apresentaram exemplares de, pelo menos, uma
espécie, com resultado positivo para deteccdo do Bd (Tabela 3). No presente estudo foi
detectada, pela primeira vez, a presenca do fungo Bd em populagdes de anuros residentes no
estado do Ceara. As espécies que apresentaram contaminago pelo Bd estio distribuidas em seis
familias: Bufonidae, Craugastoridae, Hylidae, Leptodactylidae, Odontophrynidae e
Phyllomedusidae.



Figura 5- Mapa do estado do Cear4, Brasil, com os pontos onde foram realizadas
as coletas do presente estudo. O didmetro do circulo é proporcional a
porcentagem de espécies que foram detectadas com Bd para cada local. Numero
de espécies amostradas/nimero e porcentagem de espécies com resultado
positivo 1- Campos Sales 11/7 (63,64%). 2- Farias Brito 8/7 (87,5%). 3- Chapada
do Araripe 9/6 (66,6%). 4- Planalto da Ibiapaba 14/6 (42,96%). 5- Maranguape
14/1(7,14%). 6- RPPN Monte Alegre 13/5 (38,46%).
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Fonte: Elaborado pela autora (Software QGIS 3.10.10).

Figura 6 — Gel de Eletroforese agarose 2% com amplificacao por PCR
(300pb).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 3- Espécies de anuros distribuidas nas suas respectivas familias taxondmicas e locais de amostragem. (0) representa que a espécie nao foi
coletada no local, (+) representa que a espécie apresentou resultado positivo para Batrachochytrium dendrobatidis no local, e (-) representa que
espécie apresentou resultado negativo para o Bd.

Familia

Espécie

Campos
Sales

Chapada
do Araripe Farias Brito

Planalto da
Ibiapaba

RPPN

Monte
Alegre

Maranguape

Bufonidae
Craugastoridae

Eleutherodactylidae
Hylidae

Leptodactylidae

Rhinella diptycha

Rhinella granulosa
Pristimantis sp

Adelophryne maranguapensis
Boana raniceps
Corythomantis greeningi
Dendropsophus minusculus
Dendropsophus minutus
Dendropsophus nanus
Dendropsophus soaresi
Scinax x-signatus
Trachycephalus typhonius
Adenomera juikitam
Leptodactylus fuscus
Leptodactylus macrosternum
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus troglodytes
Leptodactylus vastus
Physalaemus albifrons
Physalaemus cicada
Physalaemus cuvieri
Pseudopaludicola mystacalis
Pseudopaludicola pocoto
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Microhylidae
Odontophrynidae

Phyllomedusidae

Total de espécies
amostradas

Elachistocleis cesarii
Proceratophrys ararype
Proceratophrys cristiceps
Proceratophrys renalis
Pithecopus gonzagai
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Fonte: Elaborado pela autora.



33

As vinte espécies que apresentaram individuos positivos para Bd no presente estudo

apresentam padrdes de distribui¢ao variados, conforme mostra a tabela 4 a seguir:

Tabela 4- Espécies que apresentaram

individuos positivos para Batrachochytrium

dendrobatidis no presente trabalho, junto com suas areas de distribui¢do, Bioma/Vegetagdo de
ocorréncia e status de conservacdo de acordo com IUCN (2021), Fonte: Frost (2021).

Espécie Distribuic¢io Bioma/Vegetac¢ao IUCN
Para, Nordeste do Brasil
Rhinella diptycha em direcdo sul até Florestas Menor preocupacdo

Argentina, Uruguai.
Bolivia e Paraguai.

Umidas/Cerrado/Caatinga

Pristimantis sp.

Nordeste do Brasil

Florestas Umidas em Brejos

N&o consta na lista

de Altitude da IUCN
Coldémbia amazonica,
Venezuela, Guiana
. Francesa, leste do Florestas ~
Boana raniceps Menor preocupacao

Brasil, Ceard, Paraguai,
norte da Argentina e
leste da Bolivia.

Umidas/Cerrado/Caatinga

Corythomantis greeningi

Nordeste do Brasil.
Tocantins e Goias

Florestas

Umidas/Cerrado/Caatinga

Menor preocupagdo

Dendropsophus minutus

América do Sul ao leste
dos Andes, da Venezuela
e Guianas em direcao
sul até Argentina

) Florestas
Umidas/Cerrado/Caatinga

Menor preocupagdo

Norte e Nordeste do
Brasil em direcdo Sul

Florestas

Dendropsophus nanus até Argentina, Paraguai | Umidas/Cerrado/Caatinga Menor preocupagao
e Bolivia
Dendropsophus soaresi Nordgste do Brgsﬂ © o Florestas . Menor preocupacdo
Minas Gerais Umidas/Cerrado/Caatinga
Colombia, Venezuela,
Scinax x-signatus Guiana, Suriname _ Florestas . Menor preocupacao
Nordeste, Sudeste e Sul | Umidas/Cerrado/Caatinga
do Brasil
Lo Amazoénia e Brejos de o ~
Adenomera juikitam Florestas Umidas Menor preocupacio

altitude do Nordeste

Leptodactylus fuscus

Panama e América do
Sul a leste dos Andes até
0 norte da Argentina

Florestas
Umidas/Cerrado/Caatinga

Menor preocupacao

Leptodactylus macrosternum

América do Sul, da
regido Amazonica até o
norte da Argentina

Florestas
Umidas/Cerrado/Caatinga

Menor preocupacao

Leptodactylus mystaceus

Regido Amazbnica da
América do Sul. Brejos
de Altitude do nordeste
do Brasil. Minas Gerais,
Séo Paulo e Paranad em
area de Mata Atlantica.

Florestas Umidas/Cerrado

Menor preocupacao

Leptodactylus troglodytes

Nordeste do Brasil,
Minas Gerais e Goias

) Florestas
Umidas/Cerrado/Caatinga

Menor preocupacao

Leptodactylus vastus

Nordeste do Brasil

Florestas

Menor preocupagdo
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Umidas/Cerrado/Caatinga

Physalaemus albifrons

Nordeste do Brasil e

Caatinga e Cerrado

Menor preocupacao

Minas Gerais
Physalaemus cicada Nordeste do Brasil e Caatinga e zonas de Menor preocubacio
4 Minas Gerais transic¢do caatinga/cerrado P pag
Nordeste, Centro e Sul
Physalaemus cuvieri do Brasil. Argentina, Florestas Menor preocupagio

Paraguai, Bolivia e
Venezuela.

Umidas/Cerrado/Caatinga

Pseudopaludicola mystacalis

Nordeste, Sudeste e Sul
do Brasil. Argentina e

Brejos de altitude/Florestas

Menor preocupagdo

. umidas
Paraguai.
Proceratophrys ararype Chapada do Araripe FloreStadgiig?uZ? Brejos | Nao ZZI}%%I;\? lista
Nordeste do Brasil ao Florestas umidas/cerrado e
Pithecopus gonzagai Norte do rio Séo Menor preocupacio

Francisco

caatinga

Fonte: elaborado pela autora.

4.3 Identificacao Molecular

A tabela 5 mostra o resultado da identificagdo molecular das sequencias obtidas

ap6s sequenciamento dos produtos de PCR das amostras CS11, CS13, FB02, PA27, PIOI e

SA18. Todas as cinco amostras escolhidas aleatoriamente para o sequenciamento apresentaram

o fungo Batrachochytrium dendrobatidis como espécie mais relacionada no GenBank,

confirmando a presenca do Bd nos isolados testados e, consequentemente, a especificidade do

ensaio de PCR realizado no presente estudo para o Bd.
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Tabela 5- Espécie mais relacionada no GenBank com as sequéncias consensos referentes ao RNAr 5.8S obtidas das amostras CS11, CS13, FB02, PA27,

PUOI1 E CA18. Legenda: CS = Campos Sales, FB = Farias Brito, PA = RPPN Monte Alegre, PI = Planalto da Ibiapaba, CA = Chapada do Araripe.

Espécie mais relacionada no GenBank (nimero de

Identidade Cobertura

E-value

Amostras pb
acesso)
CSl11 292 Batrachochytrium dendrobatidis (HQ176489.1) 99,00% 100% 3,00E-147
CS13 293 Batrachochytrium dendrobatidis (JQ582937.1) 99,00% 100% 6,00E-130
FB02 296 Batrachochytrium dendrobatidis (JQ582937.1) 100,00% 100% 1,00E-151
PA27 2901 Batrachochytrium dendrobatidis(JN870749.1) 99,00% 92% 2,00E-144
PIO1 285 Batrachochytrium dendrobatidis (JQ582940.1) 99,85% 99% 1,00E-141
CA18 295 Batrachochytrium dendrobatidis (JQ582937.1) 100,00% 97% 3,00E-147

Fonte: Elaborado pela autora.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ176489.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0GJ59W8P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ582937.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0GKFXEME01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ582937.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0GM0XH71016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN870749.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0GMC3Z3M016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ582940.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0GP5SK6N016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ582937.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0GPDMP12016
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5 DISCUSSAO

5.1 Analise geral do estudo

O presente trabalho € o primeiro a investigar a presenca do fungo Batrachochytrium
dendrobatidis em populacdes de anuros presentes no estado do Ceara. Os individuos foram
coletados em varios locais abrangendo mais de uma fitofisionomia no Ceara, de forma a trazer
um resultado atualizado sobre a presenca do patégeno no estado.

O Ceara se encontra no bioma Caatinga, onde predominam regides de clima
semiarido, abrigando uma fauna formada, principalmente, por espécies de formagdes
vegetacionais abertas. No entanto, em algumas localidades, encontramos areas que apresentam
vegetacdo tipica do Cerrado e florestas tropicais umidas, o que vem a contribuir para a
complexidade de paisagens que esta ligada a significativa diversidade de espécies presente no
estado (LOEBMANN; ROBERTO; LOEBMANN, 2016). Este estudo abrangeu coletas em seis
pontos do estado do Ceara, compreendendo vegetacdo tipica de Caatinga (Farias Brito e
Campos Sales) e florestas tropicais umidas (Serra de Maranguape, RPPN Monte Alegre,
Chapada do Araripe e Planalto da Ibiapaba)

A biodiversidade do bioma Caatinga foi, por muito tempo, subestimada, mesmo
apresentando um significativo niimero de espécies de animais, incluindo alguns endemismos.
A fauna de anfibios do bioma Caatinga, por exemplo, ¢ formada por, pelo menos, 98 espécies,
incluindo 20 formas endémicas (GARDA et al. 2017) Apesar dos estudos sobre a herpetofauna
local terem sido intensificados ao longo dos tltimos anos, a Caatinga ainda se encontra entre as
regioes brasileiras mais negligenciadas quando se trata de conservacao (ROBERTO;
LOEBMANN, 2016, FERREIRA; CLAUDIO; AVILA, 2018).

A ocorréncia do fungo Bd em anuros do semiarido de outros estados do nordeste
brasileiro ja tinha sido anteriormente investigada. Amorim et al. (2019) realizaram testes em
190 individuos de 85 espécies, coletados no estado da Bahia e preservados em cole¢des, com
16 amostras de 14 espécies apresentando resultado positivo para Bd. Exemplares das espécies
Rhinella granulosa e R. diptycha tiveram amostras, de 20 exemplares cada, coletadas no Piaui
e testadas para Bd, apresentando prevaléncia igual a 20% e 30%, respectivamente (BENICIO
et al. 2019).

Quando comparamos trabalhos realizados com material de colecao com trabalhos
realizados a partir de coletas podemos obter diferentes respostas. Trabalhos realizados em

colecdes possuem a vantagem de oferecer informagdes da presenca do Bd em diferentes anos e
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com isso revelar a historia da infec¢do do Bd em determinado local, como por exemplo o
trabalho realizado por Carvalho; Becker; Toledo (2017). Por outro lado, a efetividade do ensaio
de investigacao do Bd em animais de cole¢des depende bastante do estado de armazenamento
das amostras. Por sua vez, trabalhos realizados com a captura do animal em campo fornecem
uma resposta atual da contaminag@o com o Bd em determinado local (LAMBERTINI et al.,
2021), além de possibilitar a realizagao de ensaios com amostras frescas.

Em outras regides do Brasil, varios outros trabalhos investigaram a presenca do
fungo Bd, Ramalho (2015) realizou um estudo em Lagoa Bonita, na Estagdo Ecoldgica de
Aguas Emendadas (ESECAE), regido de Planaltina no Distrito Federal. Esse trabalho teve um
esfor¢o amostral de 318 individuos, que incluiu 16 espécies, de 5 familias, tendo sido obtido 46
amostras positivas (14,47%), nas quais 10 espécies apresentaram resultados positivo para o
fungo. O mesmo trabalho também traz o primeiro registro de 2 espécies endémicas do bioma
Cerrado infectadas com Bd, localizadas no estado de Goias, Bokermannohyla pseudopseudis e
Bokermannohyla sapiranga, com prevaléncias de 60% e 71%, respectivamente.

Valencia-Aguilar et al. (2015) coletaram 90 individuos de 27 espécies, tendo sido
obtido resultado positivo para o Bd em 22 espécies (39 espécimes). O trabalho consistiu em
avaliar a incidéncia do fungo em regides pouco exploradas que estavam distribuidas em 4
localidades da Mata Atlantica brasileira: Bahia, Pernambuco, Minas Gerais, Alagoas e uma
localidade de Floresta Amazonica no Para. O mesmo trabalho contribuiu com o primeiro
registro positivo para Bd em um anuro capturado em estado selvagem na Amazonia
(Adelphobates galactonotus).

Ceccon (2019) coletou amostras de 132 individuos, sendo 33 de espécimes
recapturados mais de uma vez em campo da espécie Limnomedusa macroglossa. O trabalho foi
realizado no municipio de Trés Barras do Parand, no estado do Parana, e teve como resultado
positivo para Bd em 31 amostras, com prevaléncia de 17,4%.

Alguns trabalhos abrangeram maior nimero de localidades brasileiras e de
espécies de anuros adultos ou girinos, entre os quais se destacam: Rodriguez et al. (2014) que
testou 2.799 anuros pos-metamorficos de colecdes entre os anos 1894 a 2010, focando na Mata
Atlantica do Brasil, e obtendo o registro do Bd mais antigo no Brasil (1894); Becker et al. (2016)
que verificou a presenca do fungo Bd em 1.391 anuros preservados, espécimes poés-
metamarficos da Amazénia e ecorregides de 1895 a 2014, e Carvalho; Becker; Toledo, (2017)

que examinaram 32.551 girinos de museus de 1930 a 2015.
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5.2 Localidades do estudo

Campos Sales € um municipio localizado na microrregido da Chapada do Araripe,
com altitude de 567 m, clima tropical quente semiarido e vegetacdo predominante da Caatinga
(Fonte: https://www.campossales.ce.gov.br/). Em Campos Sales foram coletadas amostras de
17 individuos de 11 espécies diferentes. Todas as amostras foram testadas com resultado
positivo para o patdgeno Bd em 9 amostras distribuidas em 7 espécies.

A Chapada do Araripe localiza-se no sul do estado do Ceara, sendo que o local onde
foi realizado a amostragem possui uma vegetacao de floresta tropical perenifélia desenvolvida
sob clima de temperaturas amenas, com muitas precipitacdes e umidade atmosférica elevada
(CAVALCANTI; PUTZKE, 1998). Na Chapada do Araripe foram coletadas e testadas
amostras de 18 individuos de 9 espécies diferentes, com resultado positivo para Bd em 11
amostras de 6 espécies.

O Municipio de Farias Brito localiza-se em area com vegetagao tipica de Caatinga.
Neste municipio foram amostrados individuos pertencentes a 8 espécies, com amostras de sete
espécies (88 %) apresentando resultado positivo para Bd.

No Planalto da Ibiapaba foram realizadas coletas em areas que representam um dos
brejos de altitude do Ceard. Foram amostrados 54 individuos de 14 espécies, com resultado
positivo para Bd em individuos de 6 destas espécies (43%).

A RPPN Monte Alegre localiza-se na Serra de Aratanha, que constitui uma Area de
Protecdo Ambiental (APA). Na RPPN Monte Alegre foram coletadas amostras de 14 espécies,
com resultados positivos para Bd apresentados em amostras de 5 espécies (36%).

A Serra de Maranguape encontra-se também incluida dentro de uma APA (Area de
Protecdo Ambiental). Em Maranguape foram amostrados individuos de 14 espécies, com
apenas uma delas (7%) apresentando resultado positivo para Bd.

As localidades de Campos Sales e Farias Brito (com temperaturas mais elevadas e
vegetacdo de Caatinga) e a Chapada do Araripe (com temperaturas mais baixas e vegetagéo de
floresta Umida) encontram-se relativamente proximas, localizando-se na mesma mesorregiao
do estado do Cearad. Quando comparamos os resultados obtidos nessas trés localidades,
observamos que a porcentagem de espécies contaminadas por Bd foi maior em Farias Brito
(88%, a maior entre todos 0s pontos amostrados), enquanto Campos Sales e a Chapada Araripe
apresentaram valores proximos (64 e 67 %, respectivamente). Por outro lado, quando
comparamos a prevaléncia de Bd para o total de individuos testados, Campos Sales apresentou

um valor menor (53%) que a Chapada do Araripe (61%). Esses resultados parecem suportar
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apenas em parte, a hipotese que o Bd é favorecido por ambientes mais itmidos (SCHEELE et
al. 2019).

Na realidade, as porcentagens de espécies contaminadas por Bd nas areas
localizadas nos brejos de altitude (Chapada do Araripe 67%, Planalto da Ibiapaba 43%, RPPN
Monte Alegre 36% e Serra de Maranguape 7%) foram inferiores as porcentagens registradas
nas areas mais baixas com vegetacdo de Caatinga (Campos Sales 64% e Farias Brito 88 %),
sugerindo que o Bd néo seria favorecido, na nossa regido, por ambientes mais mésicos e com

temperaturas mais baixas.

5.3 Espécies com resultado positivo para o patdégeno no estudo

Um pouco mais da metade (11 espécies) apresenta distribuicdo ampla que engloba
grande parte da América do Sul e variados biomas, enquanto as demais oito espécies
(Pristimantis sp., Corythomantis greeningi, Dendropsophus soaresi, Leptodactylus troglodytes,
L. vastus, Physalaemus albifrons, P. cicada, Proceratophrys ararype e Pithecopus gonzagai)
tém distribuicdo restrita ao bioma Caatinga do nordeste brasileiro, incluindo areas em estados
vizinhos ao Nordeste, em algumas dessas espécies. Entre as espécies restritas ao Nordeste e
estados vizinhos, C. greeningi, D. soaresi, L. troglodytes, L. vastus ¢ P. gonzagai ocorrem tanto
em matas umidas quanto em formagdes vegetacionais abertas (Cerrado e Caatinga), P. albifrons
e P. cicada ocorrem apenas em areas de cerrado e caatinga e Pristimantis sp. € P. ararype sao
encontrados apenas em matas umidas de brejos de altitude, sendo que a Ultima espécie ¢
endémica da Chapada do Araripe.

A localidade de Maranguape se mostrou particularmente interessante, pois teve o
maior numero de espécies amostradas (14) com apenas uma (Physalaemus cuvieri) com
resultado positivo. Vale destacar que, entre as espécies com resultado negativo para Bd em
Maranguape, encontra-se Adelophryne maranguapensis, endémica daquele brejo de altitude e
considerada ameacada de extingao (SILVANO; BORGES-NOJOSA, 2004).

Entre as vinte espécies com resultado positivo para o fungo B. dendrobatidis, 10
representam o0s primeiros registros de infeccdo por Bd no Brasil: Boana raniceps,
Dendropsophus nanus, D. soaresi, Scinax x-signatus, Leptodactylus troglodytes, L. vastus,
Physalaemus cicada, Pseudopaludicola mystacalis, Proceratophrys ararype e Adenomera
juikitam.

Rhinella diptycha (Cope, 1862) (Bufonidae): anuro considerado de grande porte,

popularmente conhecido como sapo cururu. Na reproducdo os ovos sdo depositados em agua
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parada, eclodindo em girinos exotroficos (CASCON; BRITO; ROBERTO, 2014). Benicio et
al. (2019) ja tinham previamente registrado contaminagédo por Bd em exemplares de R. diptycha
no estado vizinho do Piaui. No presente trabalho, esta espécie apresentou resultado positivo nas
amostras coletadas na Chapada do Araripe e no Planalto da Ibiapaba e negativo nas amostras
coletadas em Campos Sales, RPPN Monte Alegre e Maranguape.

Pristimantis sp.: espécie em processo de descricdo (Igor Joventino Roberto com.
pess.) presente em florestas Umidas, ocorrendo nas Serras de Baturité, Maranguape, Aratanha
e no Planalto da Ibiapaba (ROBERTO; LOEBMANN, 2016). Os animais capturados estavam
em arvores ou vegetacdes baixas no local de coleta. No presente trabalho, esta espécie
apresentou resultado positivo para Bd nas amostras coletadas no Planalto da Ibiapaba e negativo
para as amostras coletadas em Maranguape e RPPN Monte Alegre.

As espécies do género Pristimantis depositam ovos terrestres com desenvolvimento
direto. Espécies terrestres que se reproduzem fora da &gua estdo menos expostas a contaminagéo
por um fungo transportado pela &gua como o Bd, ainda que o mesmo ja tenha sido registrado
em alguns anuros com estas caracteristicas (MESQUITA et al., 2017). Por outro lado, estudos
mostraram que esta menor exposi¢cdo pode levar a falta de respostas adaptativas ao fungo e,
consequentemente, uma maior suscetibilidade em comparagdo com espécies que apresentam
larvas aquaticas (MESQUITA et al. 2017).

Isso torna particularmente preocupante o registro do fungo em Pristimantis sp., por
se tratar de uma espécie com distribuicdo restrita aos brejos de altitude que ja& sofrem
significativos impactos antropicos. Registros de Bd para outras espécies de Pristimantis ja
foram feitos por Valencia-Aguilar et al. (2015) para P. ramagii e P. vinhai e por Amorim et al.
(2019) para P. paulodutrai.

Boana raniceps (Cope, 1862) (Hylidae): os ovos dessa espécie sdo depositados
diretamente na agua, onde eclodem como girinos exotréficos (CASCON; BRITO; ROBERTO,
2014). No presente trabalho, esta espécie apresentou resultado positivo em amostras coletadas
em Farias Brito e Planalto da Ibiapaba e negativo para as amostras coletadas em Maranguape.
O fungo Bd ja tinha sido registrado em outras espécies do género no Brasil (VALENCIA-
AGUILAR et al., 2015; RUTHSATZ et al., 2020).

Corythomantis greeningi Boulenger, 1896 (Hylidae): distribuicdo geogréfica
associada principalmente ao bioma Caatinga, vive ou busca reflgio em bromélias, buracos em
arvores, fendas rochosas (GODINHO; MOURA,; FEIO, 2013). A reproducao ocorre em cOrpos
de agua temporarios, onde os ovos ficam fixos as rochas até a eclosdo de larvas exotroficas, que
também podem se fixar nas rochas (CASCON; BRITO; ROBERTO, 2014). No presente
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trabalho, esta espécie foi coletada apenas na localidade do Planalto da Ibiapaba, apresentando
resultado positivo. Registros de Bd em individuos desta espécie ja tinham sido anteriormente
feitos por Amorim et al. (2019).

Dendropsophus minutus (Peters, 1872) (Hylidae): espécie de pequeno porte
distribuida de forma ampla na Regido Neotropical. Se reproduzem depositando ovos que
eclodem em girinos exotroficos em agua parada (CASCON; BRITO; ROBERTO, 2014). No
presente trabalho, esta espécie apresentou resultado positivo em amostras coletadas na Chapada
Araripe e RPPN Monte Alegre e negativo para as amostras coletadas em Maranguape e Planalto
da Ibiapaba. O fungo Bd ja tinha sido registrado para esta espécie, em regides diversas do Brasil
(PAULA, 2011; BECKER; ZAMUDIO, 2011; RODRIGUEZ et al., 2014; COUTINHO et al.,
2015; VALENCIA-AGUILAR et al., 2015; RAMALHO 2015; PREUSS et al. 2016;
RUTHSATZ et al.2020).

Dendropsophus nanus (Boulenger, 1889) (Hylidae): se reproduz em corpos de agua
parada onde sdo depositados ovos que eclodem em girinos exotréficos (CASCON; BRITO;
ROBERTO, 2014). No presente trabalho, esta espécie foi coletada em Farias Brito e Planalto
da Ibiapaba, com resultado positivo em ambas.

Dendropsophus soaresi (Caramaschi e Jim, 1983) (Hylidae): Como nas demais
espécies do género, a reproducdo ocorre através da deposi¢do, em corpos de dgua, de ovos que
posteriormente, eclodem em girinos exotréficos (CASCON; BRITO; ROBERTO, 2014). No
presente trabalho, esta espécie apresentou resultado positivo para amostras coletadas em
Campos Sales e resultado negativo nas amostras coletadas no Planalto da Ibiapaba.

Scinax x-signatus (Spix, 1824) (Hylidae): A reproducdo segue o padrdo mais
comum entre 0s anuros, com a deposicdo em corpos de agua, de ovos que posteriormente
eclodem em girinos exotréficos (CASCON; BRITO; ROBERTO, 2014). No presente trabalho,
esta espécie apresentou positivo nas amostras coletadas na Chapada do Araripe, Farias Brito e
RPPN Monte Alegre e resultado negativo nas amostras coletadas em Campos Sales e Planalto
da Ibiapaba. No Brasil, o fungo Bd ja foi registrado para varias outras espécies do género Scinax
(TOLEDO etal., 2006a; PAULA, 2011; RODRIGUEZ et al. 2014; VALENCIA-AGUILAR et
al., 2015; COUTINHO et al., 2015; RUGGERI et al., 2018; RUTHSATZ et al., 2020).

Adenomera juikitam Carvalho e Giaretta, 2013 (Leptodactylidae): espécies deste
género, ao contrario da grande maioria dos anuros, ndo usam ambientes aquaticos em nenhuma
fase de seu ciclo de vida, depositando ovos em ninhos de espuma, dentro de camaras escavadas
no solo. Os ovos eclodem em girinos endotroficos que geralmente se desenvolvem dentro destas
camaras (CASCON; BRITO; ROBERTO, 2014). No presente trabalho, esta espécie apresentou
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resultado positivo nas amostras coletadas na Chapada do Araripe e negativo em Maranguape.
No género Adenomera, o fungo Bd ja tinha sido registrado para a espécie A. marmorata
(GRUNDLER et al. 2012; RODRIGUEZ et al, 2014; COUTINHO et al, 2015).

Leptodactylus fuscus (Schneider, 1799) (Leptodactylidae): coloca seus ovos em
ninhos de espuma dentro de cdmaras subterraneas construidas pelos machos. Os ovos eclodem
em girinos exotroficos que completam seu desenvolvimento em corpos de agua lénticos
(KOKUBUM et al., 2009). No presente trabalho, esta espécie apresentou resultado positivo nas
amostras coletadas em Campos Sales e Farias Brito e negativo nas amostras coletadas em RPPN
Monte Alegre. Becker et al. (2016) também realizou testes com L. fuscus e obteve resultado
positivo para Bd no bioma Amazénia.

Leptodactylus macrosternum Miranda-Ribeiro, 1926 (Leptodactylidae): espécie
considerada generalista, ocorrendo em diferentes habitats, tanto secos e abertos como a
Caatinga, como florestas tropicais Umidas. S&o animais resilientes, podendo viver em lugares
com modificacdes no habitat provocadas por perturbacBes antrdpicas, sendo utilizada para
consumo humano no Nordeste do Brasil. Sua reproducdo ocorre em corpos de agua onde
depositam seus ovos em ninhos de espuma, eclodindo posteriormente em larvas aquaticas
exotréficas (CASCON; BRITO; ROBERTO, 2014). No presente trabalho, esta espécie
apresentou resultado positivo em amostras coletadas em Campos Sales e Farias Brito e negativo
em amostras coletadas no Planalto da Ibiapaba e Maranguape. Becker et al. (2016) no Mato
Grosso e Amorim et al. (2019) na Bahia registraram individuos desta espécie (como
L.chaquensis) positivos para o Bd.

Leptodactylus mystaceus (Spix, 1824) (Leptodactylidae): os machos constroem
cameras subterraneas no solo, que podem chegar a ter 1 m de profundidade, onde sédo
depositados ovos em ninhos de espuma. Os ovos eclodem em girinos exotroficos que
completam seu desenvolvimento em corpos de agua lénticos (TOLEDO; CASTANHO;
HADDAD, 2005). No presente trabalho, esta espécie apresentou resultado positivo em
amostras coletadas em RPPN Monte Alegre e resultado negativo em amostras coletadas em
Maranguape. Becker et al. (2016) também realizou testes com L. mystaceus e obteve resultado
positivo para Bd no bioma Amazénia.

Leptodactylus troglodytes Lutz, 1926 (Leptodactylidae): constroem camaras
subterraneas no solo onde sdo depositados ovos em ninhos de espuma. Os ovos eclodem em
girinos exotroficos que completam seu desenvolvimento em corpos de agua lénticos

(KOKUBUM et al., 2009). No presente trabalho, esta espécie apresentou resultado positivo em
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amostras coletadas Campos Sales e Planalto da Ibiapaba e resultado negativo em amostras
coletadas na Chapada do Araripe.

Leptodactylus vastus Lutz, 1930 (Leptodactylidae): conhecida popularmente como
rd pimenta. Os machos constroem bacias na vegetacdo presente nas margens de corpos de agua
onde o casal em amplexo posteriormente depositard ninhos de espuma com 0s ovos. Estes
eclodem em girinos exotroficos que completam seu desenvolvimento em corpos de agua
Iénticos (CASCON; BRITO; ROBERTO, 2014). No presente trabalho, esta espécie apresentou
resultado positivo em amostras coletadas em RPPN Monte Alegre e resultado negativo na
Chapada do Araripe e Maranguape.

Physalaemus albifrons (Spix, 1824) (Leptodactylidae): reprodugdo através de
ninhos de espuma na superficie de corpos de agua parada. Ovos eclodem em girinos exotroficos.
No presente trabalho, esta espécie apresentou resultado positivo em amostras coletadas em
Campos Sales e resultado negativo em Farias Brito. Amorim et al. (2019) também obteve
resultado positivo em P. albifrons em espécimes coletados no bioma Caatinga.

Physalaemus cicada Bokermann, 1966 (Leptodactylidae): Espécie encontrada em
habitats onde ficam parcialmente submersos, perto da agua, ou em vegetaces em lagoas
temporarias e Iénticas, onde depositam seus ovos em ninhos de espuma na superficie da agua,
com o0s ovos eclodindo em girinos exotroficos (VIEIRA; ARZABE, 2008). No presente
trabalho, esta espécie foi coletada apenas em Campos Sales, tendo apresentado resultado
positivo para Bd.

Physalaemus cuvieri Fitzinger, 1826 (Leptodactylidae): Espécie que possui
reproducdo exclusiva na estacdo chuvosa, quando utiliza ambientes permanentes ou
temporarios para depositar seus ovos em ninhos de espuma na superficie da dgua. Os ovos
eclodem em girinos exotréficos (CASCON; BRITO; ROBERTO, 2014). No presente trabalho,
esta espécie apresentou resultado positivo em amostras coletadas na Chapada do Araripe, Farias
Brito, Monte Alegre e Maranguape e resultado negativo no Planalto da Ibiapaba. O fungo Bd
ja tinha sido registrado para esta espécie, em regides diversas do Brasil (COUTINHO et al.
2015; RAMALHO 2015; VALENCIA-AGUILAR et al. 2015; PREUSS et al. 2016; AMORIM
et al. 2019).

Pseudopaludicola mystacalis (Cope, 1887) (Leptodactylidae): Espécie de pequeno
tamanho corporal. Os ovos sdo depositados em corpos de dgua parada, eclodindo em girinos
exotroficos (CASCON; BRITO; ROBERTO, 2014). No presente trabalho, esta espécie so foi

coletada em Farias Brito, com resultado positivo.
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Proceratophrys ararype Mangia, et al., 2018 (Odontophrynidae): espécie
recentemente descoberta no planalto da Chapada do Araripe, na ecorregido do nordeste da
Caatinga. Por ser endémica desse brejo de altitude, que se encontra sobre forte presséo de a¢des
antropicas, esta espécie provavelmente ja se encontra ameacada de extingido (MANGIA et al.,
2018), a infeccdo pelo fungo Bd descoberta nesse estudo agrava mais ainda a ameaga a
existéncia dessa espécie.

Pithecopus gonzagai Andrade, et al., 2020 (Phyllomedusidae): reproducdo
arboricola, com os ovos depositados em folhas de plantas acima de corpos de agua, ap6s a
eclosdo, os girinos exotréficos caem no corpo de agua onde se desenvolvem (CASCON;
BRITO; ROBERTO, 2014). No presente trabalho, esta espécie apresentou resultado positivo
em amostras coletadas em Campos Sales e resultado negativo no Planalto da Ibiapaba.
Valencia-Aguilar et al. (2015) e Ruthsatz et al. (2020) também obtiveram resultados positivos
para o Bd nesta espécie, em estudos realizados em Alagoas com espécimes coletados no bioma
Mata Atlantica.

5.4 Espécies com resultado negativo para o patdégeno no estudo

Rhinella granulosa (Spix, 1824) (Bufonidae): se encontra distribuida na regido
sudeste e nordeste do Brasil, sendo encontrada nos biomas Mata Atlantica e, em especial, na
Caatinga (CASSEMIRO; GOUVEIA; DINIZ-FILHO, 2012). Os ovos sdo depositados
diretamente em &gua parada, eclodindo em girinos exotr6ficos (CASCON; BRITO;
ROBERTO, 2014). No presente estudo, foram analisadas amostras procedentes de quatro
localidades, com resultados negativos para Bd em todas elas. Benicio et al. (2019) registrou
individuos desta espécie contaminadas por Bd em regido semiarida do estado do Piaui.

Adelophryne  maranguapensis Hoogmoed, Borges & Cascon, 1994
(Eleutherodactylidae): espécie restrita a HFC (floresta Umida em formacdes cristalinas),
endémica da cadeia de montanhas da Serra de Maranguape (ROBERTO; LOEBMANN, 2016).
Possui um modo de reproducédo especializado com ovoposi¢do em bromélias e desenvolvimento
direto, um fator que torna essa espécie ainda mais vulneravel, devido ao comércio de
bromélias, além do desmatamento (ROBERTO; LOEBMANN, 2016). N&o existe nenhum
registro de Bd para espécies de Adelophryne no Brasil.

Dendropsophus minusculus (Rivero, 1971) (Hylidae): espécie distribuida na
Colébmbia, Venezuela, leste de Guiana, e no estado do Para, e especialmente no nordeste do

Brasil (ZINA etal., 2014). Na reproducéo, apresentam oviposi¢Oes aquaticas e terrestres (ZINA
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etal., 2014). Ainda que ndo existe o registro do fungo Bd para esta espécie, 0 mesmo ja foi feito
para outras espécies do mesmo género (PAULA, 2011; BECKER; ZAMUDIO, 2011;
RODRIGUEZ et al., 2014; VALENCIA-AGUILAR et al., 2015; PREUSS et al., 2016;
RUGGERI et al., 2018; RUTHSATZ et al., 2020).

Trachycephalus typhonius (Linnaeus, 1758) (Hylidae): espécie de ampla
distribuicdo geografica, incluindo América Central desde o sul do México e América do Sul,
ocorrendo em toda bacia da Amazonia, norte da Argentina e Brasil, desde a Amazénia ao
Parand (SOARES; IOP; SANTOS, 2012). Espécie arbdrea, bastante ativa a noite, pousando
em folhas e ramos durante o dia (DA SILVA et al., 2019). Dentro do género Trachycephalus,
o fungo Bd ja foi registrado para a espécie T. mesophaeus por Rodriguez et al. (2014) e Coutinho
et al. (2015).

Pseudopaludicola pocoto Loebmann, Kokubum, Haddad e Garda, 2014
(Leptodactylidae): espécie recentemente descrita com base em material do municipio de Santa
Quitéria, Ceara, Brasil, também encontrada nos estados do Rio Grande do Norte, Paraiba e
Pernambuco, no Nordeste do Brasil, estando particularmente associada ao bioma Caatinga e
recentemente descoberta no bioma Mata Atlantica (ANDRADE et al., 2015). Sua reproducao
consiste na deposicdo de ovos em pocas de agua, que eclodem em girinos exotroficos
(MAGALHAES et al. 2014).

Elachistocleis cesarii (Miranda-Ribeiro, 1920) (Microhylidae): Essa espécie pode
ser encontrada nos biomas Caatinga e Cerrado (BENICIO et al., 2014). A reproducio ocorre
com ovos depositados em agua parada, eclodindo em girinos exotroficos (DUBEUX et al. 2020).
Espécie diagnosticada com Bd em um estudo realizado por Ramalho (2015) com espécimes
coletados no bioma Cerrado.

Proceratophrys cristiceps (Muller, 1883) (Odontophrynidae): ocorre no bioma
Caatinga e areas adjacentes no bioma Cerrado a oeste e na Mata Atlantica a leste (MANGIA et
al., 2020). Os girinos exotroficos dessa espécie podem ser encontrados em pogas temporarias
(VIEIRA,; VIEIRA; SANTANA, 2007).

Proceratophrys renalis (Miranda-Ribeiro, 1920) (Odontophrynidae): foi descrita
no municipio de Itabuna, estado da Bahia, Brasil, ocorrendo em regifes de floresta do estado
da Paraiba a Bahia, matas do interior do Brasil, e em areas de transi¢do entre os biomas Cerrado
e Caatinga, em Minas Gerais e Ceara, onde ocorre apenas na Serra de Maranguape e Serra da
Aratanha (MANGIA; GUIMARAES; FEIO, 2012; ROBERTO; LOEBMANN, 2016). Sua

reproducdo ocorre com ovos e girinos exotréficos em agua corrente (DUBEUX et al. 2020).
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5.5 Técnicas para deteccao do fungo Batrachochytrium dendrobatidis

Desde a descoberta da quitridiomicose, varias técnicas de detec¢do foram descritas
e aprimoradas, tendo havido varios progressos que aumentaram sua confiabilidade. O teste de
deteccdo atraves do PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) identifica o Bd de forma répida e
com alto grau de sensibilidade e especificidade, combinado a um método de coleta de amostras
ndo invasivo. A escolha do método de deteccdo do fungo Bd varia conforme o objetivo do
estudo. Técnicas moleculares, como a PCR convencional, séo muito sensiveis, sendo capazes
de detectar cargas da infec¢do baixas. Para o estudo com Bd, foi desenvolvido por Annis et al.
(2004) primers especificos para deteccdo, contribuindo bastante na agilidade e preciséo do teste.
Tem havido grandes avangos em tecnologias moleculares, por exemplo, ensaios com PCR em
tempo real. Estes testes sdo rapidos e mais sensiveis que a PCR convencional, citada
anteriormente, e possibilita a quantificacdo do DNA alvo (BOYLE et al., 2004). No nosso
trabalho, validamos o nosso ensaio de PCR através do sequenciamento do produto de PCR de
6 amostras, confirmando que nosso ensaio estava realmente detectando a presenca do fungo Bd,
pois as amostras sequenciadas mostraram maior similaridade com espécies de Bd depositadas
no GenBank.

Um dos problemas mais consistentes com a técnica de PCR € a inibicdo da amostra
por contaminacdo do swab com solo, detritos e outros componentes presentes na propria
epiderme dos anfibios (HYATT et al., 2007). Os mesmos autores mostram que 25% de seus
experimentos de PCR para deteccdo do fungo Bd revelaram inibicdo completa, podendo haver
falsos negativos quando trabalhamos com esse tipo de ensaio. Dentre estas substancias estao os
compostos fendlicos, acidos tanicos e acidos humicos (HA), que sdo citados como 0s maiores
inibidores de PCR e sdo produzidos a partir da decomposicdo de materiais vegetais que
costumam estar presentes no solo, em sedimentos e em ambientes naturais com agua e detritos
(GARLAND et al., 2010). Uma forma de contrapor essa inibigdo é o uso de aditivos na PCR,
como albumina sérica bovina (BSA) (WILSON, 1997) que foi usada no presente estudo

mostrando-se eficaz.
5.6 Formas de mitigagao do fungo Batrachochytrium dendrobatidis
Quanto mais precoce for a deteccdo do fungo Bd, mais rapido medidas de controle

de sua propagacdo podem ser adotadas. Se sua deteccao tivesse sido realizada logo quando o

patdgeno comecou a ser disseminado pelo mundo, teria sido possivel um tratamento, ou até
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mesmo uma cura, como por exemplo, em populacbes cativas antes da sua liberagdo no
ambiente. Aplicacdes de formalina em populacdes cativas demostraram serem eficazes em
adultos Xenopus tropicalis (PARKER et al., 2002) e banhos de Itraconazol (0,01%) mostraram
serem eficazes no tratamento de espécies terrestres de Dendrobates tinctorius (NICHOLS et
al., 2001). Também foi sugerido aumento da temperatura de 37° C como tratamento eficaz para
Litoria chloris (WOODHAMS; ALFORD; MARANTELLI, 2003) em cativeiro. O diagnostico
precoce poderia também permitir o tratamento como protecdo para populacdes ameacadas,
como repovoamento de espécies criadas em cativeiro, monitoramento em locais onde ndo ha
relatos anteriormente (BOYLE et al., 2004).

Uma medida eficaz para diminuir a disseminacao desse patdgeno durante o trabalho
de campo é garantir que os protocolos de desinfeccdo adequados sejam utilizados para maos,
roupas, calcados, equipamentos e veiculos usados no campo. O Bsal, por exemplo, pode ser
morto usando os desinfetantes mais comuns como etanol e &gua sanitaria. Além do mais,
criadores de anfibios devem garantir que animais que estdo em cativeiro ndo sejam libertados
no meio ambiente. Deve-se também certificar que residuos gerados pela limpeza de aquarios
ou gaiolas, sejam desinfetados e descartados adequadamente (THOMAS et al., 2019).

Assis et al. (2020) realizou um estudo com Proceratophrys boiei (Wied-Neuwisd,
1824), onde foi caracterizada a microbiota da pele e realizada uma avaliagdo quanto as varidveis
ambientais e fontes ambientais em relacdo as comunidades microbianas presentes na pele. O
estudo realizou testes em laboratorio quanto a capacidade de inibicdo dessa microbiota em
relacdo ao fungo Bd, e teve um resultado significativo, levantando a questdo da importancia da
preservacao e manutencdo de um ambiente saudavel para esses animais, pois essa microbiota
esta estritamente relacionada ao ambiente em que esses anuros vivem, pois se ele ndo esta em
equilibrio, ocorre, como consequéncia, a diminui¢ao dessa protecéo.

As Unidades de Conservacao da Natureza (UCs) sdo espagos terrestres ou marinhos
compostos por atributos naturais e/ou culturais, que apresentam especial importancia para a
conservacdo, preservacdo € o uso sustentavel de seus recursos, desenvolvendo um papel
extremamente importante para a manuten¢ao da diversidade de seres vivos. Esses locais
compdem o patrimonio ambiental e cultural, que pertencem ao pais, estados e municipios, pelo
fato de apresentarem relevancia de interesse ecoldgico, cientifico etc., assim como valores
culturais integrados a conservacao do meio ambiente (FERNANDES, 2011). Nesse trabalho se
enquadram como UCs o Parque Nacional de Ubajara localizada na Area de Protegdo Ambiental
(APA) da Ibiapaba, a Area de Prote¢io Ambiental (APA) da Serra de Maranguape, A RPPN
Monte Alegre localizada na Area de Protecio Ambiental (APA) da Serra de Aratanha, a Area
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de Protecio Ambiental (APA) da Serra de Baturité ¢ a Area de Protecdo Ambiental (APA) da
Chapada do Araripe.

As RPPNs (Reserva Particular do Patrimonio Natural), sdo uma categoria de
Unidade de Conservagdo e Uso Sustentavel, que tem como objetivo basico “compatibilizar a
conservagdo da natureza com o uso sustentavel das parcelas dos recursos naturais”, colocando
as RPPNs como reserva de uso sustentavel (FERNANDES, 2011). Nesse quesito a RPPN
Monte Alegre, criada com objetivo essencial de preservacdo de uma mata onde h4a uma grande
variedade de espécies, favorecendo a nascente de riachos localizados no topo da serra,
abrigando uma fauna que apresenta espécies em ameaga de extingdo. No entanto, por estar
localizada em uma area cercada de habitagdes humanas infelizmente tem sofrido ameagas e
destruicao do seu patrimonio (CORDEIRO et al. 2012).

Tendo em vista o perigo e a viruléncia do fungo Bd e sua grande ocorréncia no
estado do Ceard, que possui uma significativa diversidade de espécies de anfibios, é urgente
que se mobilize esfor¢os para mitigar os riscos, adotando estratégias de monitoramento, e
consequentemente verificando se ja esta ocorrendo declinios de animais com intuito de adotar

estratégias de conservagao.

6 CONCLUSAO

No presente estudo mostramos que populagdes de 20 espécies de anuros no estado
do Ceara ja se encontram infectadas pelo patégeno Bd, em regides do bioma Caatinga € em
locais de brejos de altitude com florestas imidas, totalizando seis localidades. Nossa analise
apontou uma grande propor¢do de espécies diagnosticadas com a presenca do fungo Bd,
levando a uma preocupagdo quanto a conservagao da biodiversidade no estado. Este trabalho
destaca, ainda, a importancia de estudos mais profundos sobre a diversidade total de anfibios
no estado, incluindo monitoramento de girinos, que ndo foi abordado nesse estudo. Os
resultados da nossa pesquisa tém relevancia tanto para a comunidade cientifica como para a
tomada de decisdes acerca da conservacdo da biodiversidade, principalmente quando a
quitridiomicose ¢ apontada como umas das principais causas de declinios e extingdes de

populagdes de anfibios no Brasil e no mundo.
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