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Resumo

O presente estudo analisou a fauna parasitaria de trés espécies de anuros desde a
fase larval até a adulta, Hypsiboas cinerascens, Hypsiboas geographicus e Rhinella
marina da Reserva Florestal Ducke, Amazonia Central. A fauna de parasitas de anuros
da regido é pouco conhecida, sendo a fase larval a menos estudada. Os dados analisados
durante os dois anos de coleta demonstraram que espécies parasitas diferem nas duas
fases de vida dos anfibios anuros. Foram analisados um total de 224 girinos, e 38
individuos adultos, em trés areas de amostragem diferentes: pocas temporarias, poca
permanente, e uma lagoa da reserva. Um total de 827 parasitas foi
encontradonosgirinos, e 3.534 nos adultos. Nas fases larvais foram encontrados
nematoidespertencentes & espécie Gyrinicola chabaudi, metacercérias de trematodeos
de Diplostomideos e protozoarios do género Nyctotherus. Nos adultos, a riqueza
parasitaria foi maior: nestes foram encontrados nematoides, trematddeos, acantocéfalos,
carrapatos e larvas de Diptera. As fases larvais das espécies de anuros aqui estudados,
representam novos registros de hospedeiros para o nematoide Gyrinicola chabaudi,
ampliando o conhecimento de sua distribuicdo geogréfica. Com os dados obtidos,
podemos compreender que a riqueza entre as duas fases de desenvolvimento dos anuros
sdo bem distintas. Durante o processo de metamorfose até a fase adulta o animal
transporta grupos de parasitas, conectando-os entre 0 ambiente aquatico e o ambiente
terrestre. Este trabalho é o primeiro, até 0 momento, que descreve este tipo de interagdo
na regido, contribuindo assim com o aumento de registro de novas informagdes sobre

estudos parasitoldgicos na Amazodnia.



Abstract

The present study analyzed the parasitic fauna of three species of anurans from
the larval to adult phase, Hypsiboas cinerascens, Hypsiboas geographicus, and Rhinella
marina of the Ducke Forest Reserve, Central Amazonia. The anurans parasitic’ fauna of
the region is little known, being the larval stage less studied. The data analyzed during
two years of collection showed that parasite species differ in two life stages of anuran
amphibians.A total of 224 tadpoles, and 38 adult individuals, were analyzed in three
different sampling areas, temporary pools, permanent pond, and one reserve pond. A
total of 827 parasites were found in tadpoles, and 3,534 in adults. In the larval stages
nematodes belonging to the species Gyrinicola chabaudi, metacercariae of trematodes
of the family Diplostomidae, and protozoa of the genus Nyctotherus sp. In adults,
parasite diversity was higher: in these were found nematodes, trematodes,
acantocephalus, ticks, and larvae of Diptera. Larval phases of the anuran species studied
here represent new host register for the Gyrinicola chabaudi nematode, increasing the
knowledge of its geographical distribution.With obtained data we can understand that
diversity and richness between the two stages of anuran development are very different.
During the process of metamorphosis to adulthood the animal carries groups of
parasites, connecting them between the aquatic environment and terrestrial
environment. This work is the first, to date, which describes this type of interaction in
the region, thus contributing to the increase in the registration of new information on

parasitological studies in the Amazon.



Introducéo

A regido amazbnica abriga uma alta diversidade biol6gica e variedade de
ecossistemas, onde podemos encontrar as florestas de terra firme. Estas séo caracterizadas
por ndo serem inundadas pela cheia dos rios e por abrigarem cursos d’agua, conhecidos
localmente por igarapés (Wilbur, 1997). Estes apresentam o leito bem delimitado,
pequena largura, profundidade varidvel, 4guas limpidas e uma flutuacdo temporaria do
nivel da dgua, que proporciona a formacdo de pocas temporérias nos baixios (Mendonga
et al 2005). As relagBes que ocorrem no ambiente, como por exemplo, raizes de &rvores
marginais e caidas, morfologia do corpo d"agua, composicéo e tipo de substrato, podem
reter 4gua e formar areas de pogas (Mendonca et al 2005; Hercoset al, 2009). Cada poca
apresenta tamanho, profundidade e duragdo varidvel, tendo sua forma, e ordenagéo
determinadas pelo clima e topografia da regido (Wilbur, 1997, Belyea e Lancaster, 2002;
Pazin, 2004).

Nas pocas podemos encontrar diferentes espécies de anfibios, peixes e
invertebrados, que as usufruem durante seu ciclo de vida, para desenvolvimento,
alimentacdo e/ou reproducéo. Parte importante na biologia dos organismos que exploram
estes locais, como os anfibios anuros, demonstram que a selecdo do habitat tem
favorecido & rapida colonizacéo e taxa de crescimento. Estes apresentam mecanismos
flexiveis para terminar a fase aquatica do seu ciclo de vida, equilibrando as oportunidades
de crescimento com os riscos de mortalidade (Wilbur, 1997). Contudo, as pocas também
abrigam outro tipo de fauna: a parasitaria. Acredita-se que estes parasitas utilizam e
exploram o ambiente a procura de seu hospedeiro, com a finalidade de completar o seu
ciclo bioldgico.

Ambientes que passam por constantes alteragdes podem causar mudangas na
riqueza, composicdo da helmintofauna, bem como no modo de transmissdo dos parasitos
(Gibb e Hochuli, 2002, Laurance et al, 2002, McKenzie, 2007). Os igarapés de terra
firme da Amazonia Central, ndo sdo sujeitos ao pulso de inundagdo, mas passam por
eventos imprevisiveis de inundacdes locais, frequentes e de curta duracdo (Junk et al,
1989). Essas mudancas afetam a biota local, podendo ter um potencial efeito sobre a
comunidade parasitaria. Dessa forma, torna-se importante estudar as espécies parasitas
presente nos grupos que utilizam o leito principal e pocas adjacentes dos igarapés

amazOnicos, com o intuito de aumentar o conhecimento acerca destes organismos.



Dentre todos os grupos de vertebrados, os peixes sdo 0s mais estudados na
parasitologia, seguido pelas aves, e mamiferos. Os anfibios comegaram a ser estudados
cerca de um século atras, principalmente os pertencentes a ordem Anura (Gonzélez,
2009). A maior parte dos estudos sobre a fauna parasitaria de anfibios foi realizada no
hemisfério norte e tém sido revisadas por Yamaguti (1961), Smyth e Smyth (1980), Aho
(1990), Baker (1987) e Anderson (2000). Nas décadas iniciais do século XIX, naturalistas
europeus conduziram o0s primeiros estudos investigando parasitas de anfibios neotropicais
(Travassos et al, 1969; Vicente et al, 1991). No Brasil, em 1917, o pesquisador Lauro
Travassos foi 0 pioneiro nessa &rea, iniciando o primeiro estudo sobre os parasitas desses
animais. A revisdo mais recente de espécies parasitas de anfibios da América do Sul foi
feita por Campido et al (2014).

Hoff e colaboradores (1984) demonstram que, como todos 0s outros grupos, estes
animais estdo sujeitos a uma grande variedade de microrganismos parasitas sejam eles
virais, bacterianos ou fungicos. No entanto, outros organismos também séo registrados
parasitando anuros. Crustaceos como o Argulus (Branchiura), encontrados na cauda das
larvas de Lithobates heckscheri (Wolfe et al., 2001), e em girinos no igarapé Barro
Branco na Reserva Florestal Ducke, Manaus (Fonsecaet al, 2009). Carrapatos
pertencentes ao género Amblyomma Koch, 1844 sdo encontrados na pele de adultos
terrestres (Smith et al., 2008). Os protozoéarios do género Opalina Purkinje & Valentin,
1835, Entamoeba Casagrandi & Barbagallo, 1895 e Nyctotherus Leidy, 1877 parasitam o
sistema digestério de larvas e adultos, auxiliando na fermentacdo e digestdo dos
alimentos digeridos (Duellman e Trueb, 1986; Duszynski et al., 2007; Souza, 2013).

Dipteraé um grupo frequentemente citado como parasitas de anuros e de suas
desovas. Menin e Giaretta (2003) registraram larvas de Beckeriella niger Williston, 1897
(Diptera: Ephydridae), parasitando o0s ninhos de espuma de Physalaemus cf.
fuscomaculatus (Steindachner, 1864). Outra forma de associagdo registrada entre dipteros
e anuros é a miiase, esta ocorre quando suas larvas invadem o tecido de um hospedeiro
vertebrado ainda vivo, levando-os muitas vezes a morte (Zumpt, 1965; Tinsley, 1995;
Spinelli et al., 2002).

O fato dos anfibios apresentarem duas fases bem distintas durante seu
desenvolvimento: uma fase de larva aquética e uma fase de jovem/adulto terrestre; além
de mudancas morfolGgicas e comportamentais, o intercambio de parasitos entre 0s dois
habitats ocupados é favorecido (Poulin e Morand, 1999; Goater e Goater, 2001). Como

exemplo pode ser citado trabalhos como os de Hamann e Kehr (1998; 1999) e Hamann et
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al., (2006). Estes demonstram um elevado nimero de espécies de trematddeos
digenéticos em estagio larval (metacercarias) nos girinos, comprovando o papel destes
como hospedeiros intermedidrios no ciclo de vida deste grupo de helminto.

Grande parte dos registros de parasitas em anuros sdoresultadosde pesquisas
realizadas na fase adulta. Para os estagios larvais existem poucos registros no Brasil:
Gyrinicola chabaudi Yamaguti, 1938 parasitando Leptodactylus latrans (Steffen, 1815),
no estado de S&o Paulo, Gyrinicola sp.Yamaguti, 1938 parasitando Hypsiboas
geographicus Spix, 1824 e Osteocephalus taurinus Steindachener 1862, na Reserva
Florestal Ducke (RFD), Amazbnia Central (Souza, 2013). Protozoarios do género
Trichodina, foram registrados parasitando girinos de Rhinella no Brasil, em 1975, Kattar
encontrou Trichodina steini parasitando os girinos de Rhinella icterica. A espécie
Trichodina heterodentata, foi registrada parasitando girinos de Rhinella pombali no
estado de Minas gerais (Dias et al., 2009), e em girinos de Lithobates castebeianus no
Setor de Ranicultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal, no
estado de Séo Paulo (Alves et al., 2016).

Na RFD a anurofauna tem sido extensivamente estudada, com descobertas de
novas espécies, além de outros estudos ecoldgicos (Lima et al., 2006). H& trés anos,
Souza e colaboradores iniciaram os estudos com os parasitos das larvas de Hypsiboas
geographicus e Osteocephalus taurinus, onde até entdo, ndo havia registros. Das 50
espécies de anfibios anuros conhecidas para a reserva, 21 depositam seus ovos
diretamente na 4gua (Lima et al., 2012). Dentre essas, escolnemos trés espécies
abundantes, o que permite uma facilidade para a localizag8o, além de ocorrerem durante
0 ano inteiro nas &reas da reserva. Por esta razdo, Hypsiboas cinerascens, Hypsiboas

geographicus e Rhinella marina, foram utilizadas como modelo para esse estudo.

Os hospedeiros

Familia: Hylidae Rafinesque, 1815

Hypsiboas cinerascens (Spix, 1824)

Hypsiboas cinerascens (Spix, 1824) (Figura 1A, B). Os machos apresentam
comprimento de 31-35 mm e as fémeas de 33-37 mm. Na fase adulta possuem o dorso

verde-transparente, com pequenas manchas amarelas e diminutas manchas vermelhas. A



regido anterior do ventre apresenta coloracdo azulada enquanto a posterior é verde
amarelada (Lima et al., 2012). Suas larvas possuem o corpo transparente oliva castanho
com cromatoforos brancos escalonados. A cauda é transparente com cromatoforos
brancos escalonados (Hero, 1990). A espécie se reproduz o ano inteiro, com picos na
estacdo chuvosa, entre 0os meses de novembro e maio (Lima et al., 2008). As fémeas
depositam cerca de 400 ovos em pequenas pogas e apds a eclosdo, as larvas vivem
escondidas e dispersas na liteira destas onde permanecem até o completo
desenvolvimento. A espécie ocorre proximo a pocas na floresta (Lima et al., 2012),
podendo também ser encontrada em florestas de terra firme, e fragmentos florestais
(Tsuji-Nishikido e Menin, 2011) na Amazbnia Central. Sua distribuicdo geogréfica
abrange alguns paises da América do Sul como o Brasil, Guiana Inglesa, Guiana
Francesa, Colémbia, Venezuela, Equador e Bolivia (Frost, 2013).

A Unica espécie de parasita descrita para esta espécie € o nematoide

Brevimulticaecum sp. (Bursey et al.,2001).

Hypsiboas geographicus (Spix, 1824)

Hypsiboas geographicus (Spix, 1824) (Figura 2. C, D). Os machos desta espécie
apresentam comprimento entre 42-60 mm, enquanto as fémeas podem alcancar até 63
mm. A coloracdo do dorso é marrom alaranjada ou marrom, na partesuperior das pernas
existem listras claras e escuras, e a coloragdo do ventre varia de amarelo-claro
a alaranjada na parte posterior e branca na parte anterior. A iris é dourado-alaranjada e
existe uma membrana de cor azul acima do olho (Lima et al., 2012). A reproducéo
ocorre durante todo o ano, onde eclodem larvas que possuem o corpo e cauda preta. As
fémeas depositam aproximadamente 2.500 pequenos ovos pretos na &gua de pocas
proximas a igarapés, ou remansos (Lima et al., 2012). Apés eclosdo as larvas
permanecem na coluna d’agua, formando grandes massas negras, os cardumes (Hero,
1990, Lima et al., 2008). A espécie é frequentemente encontrada no interior e na borda da
floresta da reserva, proxima de igarapés e pogas com renovacdo de &gua. Esta distribuida
em &reas tropicais dos paises da América do Sul a leste dos Andes (Lima et al., 2012).

Para esta especie foram registrados 0s seguintes parasitas: Cosmocerca

brasiliense (Dyer e Altig, 1976), Oswaldocruzia albareti (Ben Slimane e Durette-Desset



1996), Ophiotaenia chabaudi (Ben Slimane e Durette-Desset, 1996), O. ecuadorensis
(Dyer,1986), O.olseni (Dyer e Altig, 1977), Gyrinicola sp. (Souza, 2013).

Familia Bufonidae Gray, 1825
Rhinella marina Linnaeus, 1758

Rhinella marina (Figura 3. E, F). Os machos medem entre 97-116 mm e as
fémeas entre 180-250 mm. O dorso é coberto por tubérculos, e a sua colora¢do tem um
fundo com diferentes tonalidades de marrom com manchas negras. Glandulas paratoides
bem desenvolvidas estdo situadas atras dos olhos (Lima et al., 2012). A superficie
ventral é creme com diminutos pontos marrons com ou sem manchas acinzentadas
(Lima et al., 2008). As larvas possuem na parte superior o corpo preto com
cromat6foros brancos escalonados, e a parte inferior é preta com manchas cinza, sendo
metade superior da cauda preta, e o musculo inferior da cauda transparente (Hero,
1990). Reproduzem-se o ano todo, depositando entre 4.000 e 10.000 ovos, na superficie
d’agua em extensos corddes gelatinosos (Lima et al., 2012). A espécie esta distribuida
desde o limite sul da Amazdnia até o sul do Texas (Lima et al., 2012).

Para esta espécie foram registrados os seguintes parasitas: Rhabdias paraensis
(Santos et al., 2011), R.alabialis, (Kuzmin et al., 2007), R. pseudosphaerocephala
Kuzmin et al., (2007), R. fuelleborni Vicente et al., (1991), R. sphaenocephala (Kloss,
1974); (Vicente et al, 1991), Rhabdias sp. (Rodrigues et al., 1990); (Vicente et al,
1991), Capillaria sp. (Gongalves et al., 2002), Oxyascarissimilis (Travassos, 1925;
Freitas, 1958), Paraoascaris travassosi (Rodrigues e Rodrigues, 1971; Rodrigues et
al.,1982), Oxyascaris sp. (Travassos e Freitas, 1964), Oswaldocruzia albareti (Ben
Slimane e Durette-Desset, 1996), O. belenensis (Santos et al., 2008), O. lopesi
(Gongalves et al., 2002), O. proencai (Gongalves et al., 2002; Baker, 1987), O.
subauricularis (Walton, 1935; Yamaguti, 1961; Durette-Desset, 1983), Oswaldocruzia
sp. (Vicente et al., 1991; Gongalves et al., 2002), Aplectana membranosa (Vicente et al.,
1991; Gongalves et al., 2002), A. vellardi (Vicente et al., 1991), Aplectana. sp.
(Travassos e Freitas, 1964), Cosmocercidae gen. sp. (Rodrigues et al., 1982),
Falcaustra mascula (Fabio, 1982; Rodrigues et al, 1982), Falcaustra. sp. (Travassos,
1932; Vicente et al., 1991), Foleyella vellardi (Walton, 1935), Physalopterinae
(Rodrigues et al, 1982), Physaloptera sp. (Travassos e Freitas, 1964; Gongalves et al,
2002), Ochoterenella complicata (Esslinger, 1989), O. convoluta (Vicente et al., 1991),

7



O. digiticauda (Yamaguti, 1961); Rodrigues et al., 1982; Vicente et al., 1991), O.
vellardi (Vicente et al.,1991), Icosiella neglecta (Baker, 1987; Guerrero, 1971),
Catadiscus cohni (Travassos et al., 1969), Creptotrerna lynch (Brooks, 1976),
Glypthelmins linguatula (Travassos et al., 1969), G. palmipedis (Yamaguti, 1958;
Travassos et al., 1969; Rodrigues et al.,1990), G. robustus (Brooks, 1976), G. vesicalis
(Yamaguti, 1958), Choledocystus elegans (Travassos et al.,1969), Haematoloechus
fuelleborni (Travassos et al., 1969), Gorgoderina cryptorchis (Travassos et al., 1969),
G. diaster (Brooks, 1976), G. parvicata (Travassos et al., 1969), Mesocoeliumin
cognitum (Yamaguti, 1958), M. monas (Travassos et al., 1969; Rodrigues et al.,1990),
M. travassoi (Yamaguti, 1958), Plagiorchis hepaticus (Yamaguti, 1958),
Cylindrotaenia americana (Brooks, 1976), Ophiotaenia bonariensis (Brooks, 1976),
Taenia filariformis (YYamaguti, 1959) species inquirendae, Lanfrediella amphicirrus
(Melo et al., 2011).



FIGURA 1. Larvas e adultos das espécies de anuros estudadas na Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.
A-B larva e adulto de Hypsiboas cinerascens. C-D larva e adulto de Hypsiboas geographicus. E-F larva e
adulto de Rhinella marina.



Objetivos:

v' Descrever, caracterizar e comparar descritivamente a comunidade de parasitas e
seus parametros parasitarios para os anfibios anuros na fase larval e adultos das
espécies Hypsiboas cinerascens, Hypsiboa geographicus, e Rhinella marina da

Reserva Florestal Ducke, Amazonia Central.

v/ Caracterizar e comparar descritivamente a composicdo de parasitas e seus
pardmetros parasitologicos, das larvas de Hypsiboas cinerascens, Hypsiboas
geographicus, e Rhinella marina nos corpos d’agua temporarios, e permanentes

na Reserva Florestal Ducke, Amazdnia Central.

Material e métodos

Area de estudo

A RFD (Figura 2) foi criada em 1963 por meio da Lei Estadual n® 41, de 16 de
fevereiro de 1963. Esta lei legalizou o ato de cessdo da area da reserva do governo do
estado do Amazonas ao Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia - INPA. A reserva
estd localizada no quilébmetro 26 da estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010) (02955’-
03°1’S e 59°53°-59°59°W) e possui uma area aproximada de 100 kmz, sendo classificada
como tropical umida de terra-firme, com dossel bastante fechado e sub-bosque com
pouca luminosidade (Guillaumet e Kahn, 1982). Nos ultimos anos a reserva vem
sofrendo com a acgdo antropica. Entretanto, devido ao seu tamanho e por abrigar
diversas espécies da fauna e flora amazonica € uma das &reas mais bem estudadas da
Amazonia brasileira (Baccaro et al., 2008).

O clima da reserva € classificado como tropical imido, assim como em toda a
regido Amazonica. A umidade relativa varia de 75-86% e a precipitacdo anual de 1.750
a 2.500 mm. A estacdo chuvosa ocorre de novembro a maio e a estagdo seca ocorre de
junho a outubro, sendo setembro normalmente 0 més mais seco. A temperatura média

anual é de 26°C e existe pouca variagdo térmica durante o ano (Baccaro et al., 2008).
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FIGURA 2. Imagem de satélite da localizagdo geografica da Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.
2016. Fonte: Google maps.

Amostragem

Foram realizadas trés coletas entre os meses de agosto de 2015 e agosto de 2016.
Nas pogas temporérias e no igarapé Barro Branco: foram feitas trés coletas, larvas e
adultos das duas espécies de hilideos: H. geographicus e H. cinerascens. Estas foram
realizadas nos mesesde agosto de 2015, fevereiro de 2016, e agosto de 2016. Em
fevereiro de 2016 foram coletadas as larvas e adultos de R. marina, na lagoa artificial do
Jardim Boténico da reserva. As coletas se deram de acordo com a disponibilidade de
espécimes no periodo.

Para a coleta das larvas foi utilizado o método de pesca ativa realizada durante
periodo diurno. Neste método, trés pessoas utilizando puca e rede com malhagem de 3
mm, exploraram toda a area alagada por 20 minutos. Os adultos foram coletados
manualmente durante o periodo de atividade, no periodo noturno, préximos as mesmas
pocas, na vegetacao marginal. Foi determinado um tempo maximo de 5 horas por dia de
busca ativa ao longo do trecho escolhido, ou até que a espécie ndo estivesse mais em
atividade de vocalizagdo.

As larvas de Hypsiboas cinerascens foram coletadas em trés pogas temporarias
formadas pelas chuvas da estacao (Figuras 3 e 4). Muitas vezes estas chuvas ocasionam
o transbordamento do igarapé, e a retencdo de agua em alguns pontos ao longo do leito,

de uma maneira aleatéria. Para a descricdo do local e melhor entendimento da
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distribuicdo das larvas entre as areas, foi medida a distancia da poga até o corpo d’agua
principal, a profundidade média obtida de trés pontos equidistantes, a maior largura,
bem como a sua &rea. Estas foram caracterizadas como pequenas, pouco profundas, com

presenca de areia e argila em sua composicéo.
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FIGURA 3.

Esquema de distribuicdo das pogas temporérias, em relagdo ao corpo d“4gua principal, o igarapé Barro Branco, Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.
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FIGURA 4. Poca temporaria amostrada, proxima ao igarapé Brarro Branco, na Reserva Florestal Ducke,
Manaus-AM.
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FIGURA 5. Poga permanente (“’Pogdo’”) amostrada na Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.
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O igarapé Barro Branco esté localizado a aproximadamente 100 m da sede da
RFD, no lado oeste do platd onde suas 4guas drenam para o rio Negro. Neste estudo,
consideramos o “pocéo” (Figura 5) que é encontrado no canal do igarapé, uma poca
permanente, pois apresenta tamanho e profundidade com pouca varia¢éo durante todo o
ano. Esta se caracteriza por ser estreita, pouco profunda, com vegetacdo e
predominancia de areia e folhico no substrato do leito. E conhecido que espécies como
H. geographicus e Leptodactylus riveroi Heyer & Pyburn, 1983 a utilizam para
reproducédo (Lima et al., 2012). Neste ponto foram coletados as larvas e adultos de H.
geographicus.

O terceiro ponto de amostragem foi a lagoa artificial (Figura 6) do Jardim
Boténico do Museu da Amazonia-MUSA, que fica localizada do lado oposto da reserva,
no Bairro Cidade de Deus, zona norte de Manaus. A lagoa foi construida para que 0s
visitantes tivessem uma pequena amostra de como funciona um ambiente aquético
amazobnico. A lagoa conta com algumas espécies de plantas aquéticas da flora local,
como a Victoria amazonica e Pistiastratiotes L (Araceae), conhecida popularmente
como alface d’ &gua. O local se tornou um importante sitio de reprodugdo, sendo
utilizado o ano todo por algumas espécies de anuros da reserva, principalmente R.
marina, onde é possivel encontrar com facilidade suas larvas. Estas foram coletadas por
pesca ativa na margem da lagoa com a utilizagdo de pucd. Para a captura dos
exemplares adultos dessa espécie foi realizado o método de procura visual 4s margens
do lago, e proximo a base localizada na AM 010, durante o periodo de atividade das
mesmas.

Em seguida, os anuros, adultos e larvas, foram aclimatados em sacos plasticos de
20 litros, e transportados vivos para o Laboratorio de Parasitologia de Peixes (LPP), no
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia- INPA, onde permaneceram com agua do
local e oxigenacdo até 0 momento da necropsia. Todas as coletas foram autorizadas sob
licenga SISBIO/ICMBio n° 49501-2 e n°53377-1.
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FIGURA 6. Lago do Jardim Botanico na Reserva Florestal Ducke. Manaus-AM.

Necropsia dos hospedeiros

Os dados de cada hospedeiro, como estdgio de desenvolvimento das larvas,
proposto por Gosner, 1960 (em anexo no final do trabalho), tamanho e peso foram
analisados. Em laboratério, as larvas foram eutanasiadas por dose letal do anestésico
eugenol, e os adultos eutanasiados por dose letal do anestésico benzocaina, de acordo
com a Resolugdo N° 714/2002 que dispde sobre procedimentos e métodos de anestesia e
eutanasia em animais.

Foi realizada a analise externa e interna das larvas e adultos sob
esteromicroscopio. Nas larvas foram analisadas as branquias, o intestino, a musculatura
da cauda e membros locomotores. Nos adultos foram analisados os rins, pulmdes,
figado, vesicula biliar, bexiga urinaria, estdbmago, intestino, cavidade celomatica e

musculatura dos membros anteriores e posteriores.

Coleta, preparacao e fixacao das espécies parasitas

Os espécimesencontrados foram cuidadosamente coletados com estiletes,
contados e acondicionados em frascos de acordo com a metodologia especifica para
cada grupo. Posteriormente transferidos para o liquido fixador, alcool 70%, e
etiquetados. Os dados morfométricos e fotomicrografias dos parasitas foram obtidos em

sistema computadorizado para analise de imagens LAZ V4 (Leica Application Suite),
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adaptado aos microscopios DM 2500-Leica com o sistema de contraste interferencial de
fase.

Para determinacdo taxondmica das espécies parasitas foram utilizados critérios
propostos por Travassos et al., (1969), Vicente et al., (1991), Vicente et al., (1993), além
de artigos de descricdo de espécies e chaves de classificacdo mais recentes (Gibbons,
2010, Anderson et al., 2009).

Ciliophora

Os espécimes de Ciliophora encontrados foram coletados e fixadas em formol 5%.

Para identificacdo, os exemplares foram montados em glicerina entre ldmina e laminula.

Trematoda

As espécies de trematddeos foram fixadas com ou sem compressdo em A.F.A. (95
partes de etanol 70 %, 3 partes de formalina comercial (37-40%) e 2 partes de &cido
acético glacial). O tempo de compressdo variou de 30 minutos a 8 horas (Eiras et al.,
2006). Depois de terminada a fixacéo, os digenéticos foram retirados com auxilio de
finos pincéis e conservados em A.F.A. (Thatcher, 1993).

Exemplares de trematddeos digenéticos, no estado larval (metacercéria), foram
enviados aos especialistasdo Laboratdério de Biologia de Trematoda, do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG, para
identificacdo. Amostras das metacercérias (n=10) foram coradas pelo carmim aceto-
alimem, desidratadas em série crescente de etanol, clarificadas em creosoto de Faia e
montadas entre 1damina e laminula em béalsamo do Canada. O estudo morfoldgico foi
realizado em microscopio de luz e o registro fotogréfico em cadmera digital Leica ICC50
HD acoplada a microscopio de mesma marca. As imagens capturadas foram
posteriormente analisadas em software Leica Application Suite (LAZ EZ), verséo 2.0. A
identificacdo morfoldgica do tipo de metacercéria foi baseada em Niewiadomska
(2002).
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Acanthocephala
Os espécimes de Acanthocephala encontradas foram colocados em uma placa de
Petri contendo &gua destilada ou soro fisioldgico, sendo mantidas na geladeira por 24

horas, para distensdo da proboscide facilitando uma posterior identificacéo.

Nematoda

Os espécimes de nematoides foram coletados com pinceéis finos e estiletes. Em
seguida foram transferidos para uma placa de Petri com solugéo salina a 0,65%, para
efetuar a limpeza dos espécimes. Uma vez limpos, foram fixados em alcool 70%
aquecido a aproximadamente 65-70°C, para que morressem estendidos, mantendo assim
suas estruturas de importancia taxondmicas nitidamente visiveis. Em seguida foram
transferidos para frascos contendo etanol 70%, onde foram conservados (Amato et al.,
1991).

Os exemplares nematoides encontrados nos pulmdes de R. marina, foram
submetidos a anélise molecular no Laboratorio de Parasitologia de Animais Silvestresdo
Instituto de Biociéncias de Botucatu-UNESP para confirmagéo da identificacéo.

Estesforam fixados em alcool absoluto (Merck®), parte dos exemplares foram
separados para andlise morfoldgica (voucher) e parte para extracdo de DNA gendmico.
O DNA gendmico foi extraido através do Kit comercial DNeasy® Blood&Tissue
(Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante, com volume final de 30ul. Os
fragmentos de DNA foram amplificados usando a maior subunidade do gene
ribossomal, 28S (parcial) contendo as regides de divergéncia dominante D2/D3, a
regido do gene ribossomal ITS (completo) (Dareet al, 2008) e o gene mitocondrial COI
com a regido Barcoding (Folmeret al,1994).

As reagdes de amplificagdo consistiram em 25 pl final com 3 pl do DNA
extraido, 0,5 ou 1,0 ul de cada iniciador (primer) e o kit de amplificacdo Ready-to-Go
PCR beads (PureTag™Ready-to-Go™PCRbeads, GE Healthcare) na qual a solucéo
consistiu em estabilizantes, BSA, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, ~2.5 unidades da enzima
puReTag DNA polymerase e tamp&o de reagdo. Com o bead reconstituido a um volume
final de 25 pl, a concentracéo de cada dNTP € de 200 uM em 10 mM de Tris-HCL (pH
9,0 em temperatura ambiente) 50 mM de KCL e 1,5 mM de MgCI2.

Os produtos de PCR (2 pl) foram aplicados em gel de agarose (1%) usando o gel
Red e Loading Buffer para confirmar os tamanhos dos amplicons e a quantidade dos

fragmentos. Os produtos foram purificados usando o kit QIA quick PCR Purification
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(Qiagen) e o sequenciamento automatizado foi realizado diretamente em produtos de
PCR dos espécimes com o kit Big Dye v.3.1 Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequéncias foram aplicadas em
corridas no analisador da Applied Biosystems ABI 3500 DNA.

As identidades das sequéncias foram verificadas através do BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) e sequéncias contiguas foram montadas e editadas usando o
programa Sequencher v. 5.2.4 (Gene Codes, Ann Arbor, MI). Sequéncias seréo

enviadas para o Banco de Dados GenBank ap0s o0 aceite do manuscrito.
Acari

Os carrapatos encontrados foram coletados com finas pingas para que suas
estruturas de importancia taxonémica ndo fossem danificadas. Logo apdsforam
transferidos para uma placa de Petri com solucéo salina a 0,65%, para efetuar a limpeza

dos espécimes, e fixados em &lcool 70% para posterior identificag&o.
Diptera

As larvas de dipteros foram coletadas com finas pingas. Logo ap6s foram fixados

em &lcool 70% aquecido a aproximadamente 65-70°C.

Analise dos dados

As anélises dos parametros parasitarios como prevaléncia, intensidade média de
infeccdo, abundancia média e riqueza, foram calculados de acordo com Bush et al.,
(1997).

Prevaléncia: relacdo entre o numero de hospedeiros parasitados, dividido pelo nimero

de hospedeiros examinados, multiplicado por 100.

P = (HI/HE)x100 P = prevaléncia

HI = nimero de hospedeiros parasitados

HE = niimero de hospedeiros examinados
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Intensidade média: nimero médio de parasitos encontrados nos hospedeiros
parasitados (somente os parasitados).

IMP: Xxi/HI

IMP = intensidade média de parasitismo
Xi = nlimero de todos os parasitos em cada hospedeiro
>xi = soma de todos os parasitos nos hospedeiros

HI = nimero de hospedeiros parasitados

indice de abundancia média: nimero médio de parasitos encontrados para o total de

hospedeiros examinados (parasitados e ndo parasitados).

IA= 2xi/HE

IA = indice de abundancia
Xi = nlimero de parasitos em cada hospedeiro
¥xi = soma dos parasitos em todos os hospedeiros

HE = niimero de hospedeiros examinados

Os Ciliados encontrados ndo entraram nos calculos de indices parasitarios, mas

foram contabilizados como riqueza parasitéria.
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RESULTADOS

1.0 Dados morfométricos dos anuros

Foram analisados um total de 224 larvas. H. cinerascens N=88, H. geographicus
N=74, e R. marina N=62, em trés &reas de amostragem diferentes: pogas temporarias,
poga permanente (po¢do) e uma lagoa da reserva, além de 38 espécimes adultos das trés
espécies.

As pocas temporarias estavam localizadas a 35 cm, 40 cm, 3,4 metros,
respectivamente, do leito principal, o igarapé Barro Branco, apresentando uma
profundidade média de 18,3 cm. Estas foram caracterizadas como pequenas, pouco
profundas, com presenca de argila e areia. Nestas pocas encontramos as larvas de H.
cinerascens, N=88, enterradas no substrato das pocas. As larvas analisadas desta
espécie apresentaram tamanho de 1,7+0,52 cm, massa 0,07+0,06 g, e estdgio de
desenvolvimento Gosner entre 14-40. Os adultos, N= 11, foram coletados na vegetacao
acima das pocas, estes apresentaram tamanho 2,4+1,22 cm, e massa de 1,31+1,11 g.

As larvas de H. geographicus, N=74, foram coletadas em grandes cardumes na
superficie do pocdo, a qual apresentou 11,2 metros de largura, com profundidade média
de 1,9 metros. Neste local havia presenga de folhico, areia e argila em seu substrato.
Estas larvas apresentaram tamanho de 2,4+0,92 ¢cm, massa 0,2+0,15 g com estagio de
desenvolvimento Gosner 15-37. Os adultos de H. geographicus, N=09, foram coletados
na vegetacdo proximo ao igarapé Barro Branco, apresentando tamanho e massa
4,6£0,33 cm e 4,1+0,4 g, respectivamente.

Nas margens da lagoa do Jardim Boténico, coletamos as larvas de R. marina,
N=62. A profundidade deste corpo d’ agua foi de aproximadamente 1 metro, e
comprimento de 25 metros, por 13 de largura. Podendo ser caracterizada com substrato
argiloso, e presenca de plantas aquéticas na superficie. O tamanho das larvas foi de
1,640,44 cm, peso 0,17+0,24 g, apresentando estagio de desenvolvimento Gosner entre
25-43. Em areas abertas da reserva, proximo a base principal localizada no quildémetro
26, e as margens da lagoa do Jardim Boténico, foram coletados os espécimes adultos de

R. marina, N=18, os quais apresentaram tamanho de 8,9+1,4 cm e massa 63,1+37,3 g.
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2.0 Parasitas dos girinos

O grupo de helminto mais abundante foi trematédeos na fase larval
(metacercarias), com 754 exemplares, H. cinerascens N=523 e H. geographicus N=231,
provenientes da coleta das pocas temporarias e da poca permanente (pogao), seguido do
grupo dos nematoides. Os trematddeos foram encontrados apenas nas duas espécies de
hilideosparasitandoa cavidade celomética dos girinos. Os trematodeos digenéticos
encontrados em H. cinerascens foram identificados como pertencentes a familia

Diplostomidae, tipo Diplostomulun.

600 . .
n m Metacercarias de Digenea
£ 500
3 m Nematoda
& 400
S
o 300
[&]
& 200
°
c
32 100
= |

o

H. cinerascens H. geographicus R. marina

Espécie de hospedeiro

FIGURA 7. Abundancia de parasitas encontrados nas larvas de Hypsiboas cinerascens, Hypsiboas
geographicus e Rhinella marina na Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.

Dos trés diferentes ambientes estudados, as pocas temporarias foram as que
apresentaram maior riqueza e abundancia de parasitas, seguido da poga permanente e da
lagoa. Esta ultima foi o local onde houve uma baixa riqueza de parasitas, sendo
infectados apenas por nematoides (Figura 8).
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FIGURA 8. Abundancia de parasitas encontrados nas diferentes espécies estudadas. Reserva Florestal
Ducke, Manaus-AM.

Um total de 73 nematoides foram encontrados no intestino dos girinos das trés
espécies, H. cinerascens N=19, H. geographicus N=25, e R. marina N= 29. Todos 0s
espécimes foram encontrados na regido do intestino, morfologicamente distinta, local
este onde ocorre a atividade de fermentacdo dos organismos simbiontes, como ja
verificado por Souza (2013). Os nematoidesforam identificados como pertencentes a
espécie Gyrinicola chabaudi, familia Pharyngodonidae, ocorrendo também a presenca

de uma grande quantidade de protozoarios ciliados pertencentes ao género Nycthoterus.
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Tabela 1 —Parametros parasitarios dos parasitas encontrados em girinos das seguintes espécies de anurosHypsiboas cinerascens, Hypsiboas geographicus e Rhinella marina
coletados na Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.C-Cavidade celomatica; I-Intestino

Espécies de girinos N Parasitas N Prevaléncia Intensidade média Abundancia Sitio de
infeccdo

Hypsiboas cinerascens 88 Gyrinicola chabaudi 19 20,4% 1,05+0,23 0,21+0,44 |
Diplostomulum 523 51,1% 11,6+18,4 5,94+14,3 C
Nycthoterus |

Hypsiboas geographicus 74 Gyrinicola chabaudi 25 24,3% 1,44+0,85 0,35+0,74 |
Metacercérias 231 51,3% 6,07 +3,64 3,12+4,11 C
Nycthoterus |

Rhinella marina 62 Gyrinicola chabaudi 29 37% 1,26+0,54 0,46+0,69 |
Nycthoterus |
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3.0. Parasitas dos anuros adultos

3.1 Hypsiboas cinerascens

Hypsiboas cinerascens foi a espécie que representou menor prevaléncia de
nematoides, com dois espécimes encontrados parasitando o intestino delgado e 272
digenéticos na forma larval (metacercérias) na cavidade celomética de juvenis da
espécie. Os nematoides encontrados em H. cinerascens foram identificados como
pertencentes a familia Cosmocercidae, espécie Cosmocerca brasiliense Travassos,
1925.

3.2 Hypsiboas geographicus

Em H. geographicus foram encontrados um total de 36 nematoides. Estes foram
identificados como: Cosmocercidae (N=04), Cosmocerca sp. (N=04), Aplectana sp.
(N=07), Cosmocerca brasiliense (N=3), Physaloptera sp. (N=01), Ochotorenella sp.
(N=01), Oswaldocruzia sp. (N=16).

3.3 Rhinella marina

Rhinella marina foi a espécie com maior riqueza parasitaria. Nesta encontramos
espécimes pertencentes aostaxons Nematoda, Trematoda, Acanthocephala, Acari e
Diptera. O filo Nematoda foi 0 mais abundante, com 3.224 exemplares encontrados na
cavidade celomatica, mesentério, pulméao, es6fago, estbmago, figado, intestinos delgado
e grosso. Estes foram identificados como pertencentes a: Familia Cosmocercidae
(N=1.879), Cosmocerca sp. (N=368), Aplectana sp. (N=315), Oswaldocruzia sp.
(N=361), Rhabdias pseudosphaerocephala (N=257), Physalopteridae (N=44).

Os nematoides encontrados nos pulmdes foram identificados através de biologia
molecular no Campus de Botucatu, e Microscopia Eletronica de Varredura, no campus
de llha solteira, como Rhabdias pseudosphaerocephala, as sequéncias geradasdos trés
genes através da biologia molecular estdo em anexo. Um lote com seis espécimes foi

tombado na Cole¢do de Invertebrados do INPA, sob nimeros de lote: INPA 76.
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O segundo grupo de endoparasita mais abundante foi Trematoda, N=206, em fase
larval, metacercéria, e adultos, estes foram coletados parasitando o figado, intestino
delgado e grosso.

Um total de 12 exemplares de Acanthocephala foram encontrados, sete
estavamencistados em 6rgdos como figado (N=01), esttmago (N= 03), e nos musculos
das patas traseiras (N=03). Cinco espécimes estavam na forma livre parasitando o
intestino grosso.

Rhinella marina apresentou uma alta infestagdo por carrapatos, um total de 286,
foram coletados nos espécimes analisados, destes, 257 eram ninfas ndo podendo ser
identificadas. Vinte e trés exemplares foram identificados como pertencentes & espécie
Amblyomma dissimile, quatro pertencentes a A. rotundatum e dois individuos nédo
puderam ter sua identificagdo confirmada devido a estruturas de importancia
taxondmica estarem danificadas; permanecendo apenas até género:Amblyomma sp.
Onze espécimes foram tombados na Colegdo de Invertebrados do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA-ACA 002108; INPA-ACA 002109; INPA-ACA
002110; INPA-ACA 002111 e INPA-ACA 002112).

Larvas de Diptera (N= 5) foram encontradas parasitando o pulméo de apenas um
individuo de R. marina. Este registro representa a primeira ocorréncia neste 6rgéo, tanto
para 0 hospedeiro quanto para a regido. As larvas apresentaram o tamanho entre 9,3-
9,9mm. A identificagfo taxondmica a um nivel menor ndo foi possivel pois é necessaria
a criacdo das larvas, a fim de se obter individuos adultos com caracteres morfologicos
desenvolvidos necessarios a identificacdo. Os espécimes dipteros encontrados
permanecem sob estudo.

Os dados dos hospedeiros aqui apresentados como: prevaléncia (%), abundancia
mediae intensidade média estdo expressas nas Tabelas 2 e 3. Os espécimes com
identificacdo em nivel de espécie ainda ndo identificados serdo tombados na Colecédo de
Invertebrados do INPA e na Cole¢do Helmintoldgica do Instituto de Biociéncias de

Botucatu, assim que tiverem suas identificagdes confirmadas.
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Tabela 2 —Parametros parasitarios dos parasitas encontrados em anuros adultos das espécies de anuros: Hypsiboas cinerascens, Hypsiboas geographicus e Rhinella marina, coletados na
Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM..EPI: Epiderme; ESO- Esbfago; F- Figado; MES- Mesentério; C- Cavidade celomatica; EST- Estdmago; P- Pulmao; 1.D- Intestino delgado; 1.G-
Intestino grosso; M- Musculo.

Espécies de anuros N Parasitas N Prevaléncia Intensidade média Abundancia Sitio de infecgdo
Nematoda

Hypsiboas cinerascens 11 Cosmocerca brasiliense 2 22.2% 2+1,41 0,44+0,92 1.D
Nematoda

Hypsiboas geographicus 9 Cosmocercidae 15 55,5% 3+2,12 1,6+2,7 1.D,IG
Cosmocerca brasiliense 3 11,1% 3 33,3+0,90 1.D
Larva de Physalopteridae 1 11,1% 1 0,11+0,30 EST
Ochotorenellasp. 1 11,1% 1 0,11+0,30 C
Oswaldocruzia sp. 16 33,3% 5,3 6,65 1,77+3,88 EST, I.D, I.G,

Rhinella marina 18 Acantocephala

Centrorhynchussp. 12 38,8% 1,71+0,89 0,66£1,05 F, EST, M,
Digenea
Pseudosonsinotrema sp. 59 33,3% 9,8+6,11 3,2+5,8 F,1.D, .G
Metacercarias 157 5,5% 157 8,7+37,0 F, I.G
Nematoda
Cosmocercidae 2.567 72,2% 183,3 +224,3 142,3+214,6 MES, EST, L.D,IG
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Rhabdias 257 11,1% 128,5+£145,7 14,2+59,8 P
pseudopharocephala

Physaloptera 44 22,2% 11 +£18,6 2,44+9,15 MES, EST
Oswaldocruzia sp. 361 66,6% 30,0+63,4 20,0 £53,0 ESO,EST, I,D, I.G,
Diptera

Diptera gen. sp. 5 5,5% 5 0,27+1,17 P
Acari

Amblyomma sp. 2 5,5% 240,70 0,11+0,47 EPI
Amblyomma dissimile 23 22,2% 5,75+1,94 1,27+£2,32 EPI
Amblyomma rotundatum 4 11,1% 2+1,41 0,22+0,73 EPI
Ninfas 257 88,8% 16,0+19,4 14,27+18,9 EPI
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Dados e classificacdo taxondmica dos grupos parasitas

encontrados:
A. Filo: Ciliophora Doflein, 1901

Familia: Nyctotheridae Amaro, 1972

Género: Nyctotherus Leidy, 1877

Espécie: Nyctotherus sp.

Estégio: Adulto

Sitio de infeccdo: Intestino

Hospedeiros: Larvas de Hypsiboas geographicus, H. cinerascens e Rhinella marina.
Descricéo: corpo oval, comprimido, citdstomo no meio do corpo, citofaringe longa com
membrana ondulante. Macrondcleo grande, triangular e anterior. Vacuolo contratil
terminal.

Referéncias: Hoffman, 1999.

FIGURA 9. Protozoério ciliado do género Nyctotherus encontrados nas larvas das trés espécies de anuros
estudadas na Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM. Em destaque: A- Cf- Citofaringe; - Cil-Cilios.
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FIGURA 10. Protozoario ciliados do género Nyctotherus encontrados nas larvas deHypsiboas
geographicus, Hypsiboas cinerascens e Rhinella marina coletados na Reserva Florestal Ducke, Manaus-
AM. Em destaque: Cil-Cilios; Mac- Macronucleo.

B. Filo: Platyhelminthes Gegenbaur, 1859

Classe: Trematoda Rudolphi, 1808
Superfamilia: Diplostomidae Poirier, 1886 (=Strigeoidea Railliet, 1919)

Familia: Diplostomidae Poirier, 1886

Tipo: Diplostomulum

Estégio: Larva

Sitio de infeccdo: Cavidade celomaética

Hospedeiros: Larvas de Hypsiboas cinerascens

Descricdo: No tipo Diplostomulun, observa-se um sistema escretor mais simples, com
trés canais longitudinais: dois laterais com ramificacdes direcionadas posteriormente e
uma mediana, conectando-se anteriormente (anterior ao acetabulo) com um sistema de
ramificacOes na parte posterior da larva, onde se encontram bolsas dilatadas redondas
OU COrpos esxcretores ovais.

Referéncias: Hamann e Kehr (1998), Kehr e Hamann (2003), Schaefer et al (2006),
Kehr e Gonzalez et al (2009) e Santos e Amato (2009; 2010a), Campido et al (2014).
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FIGURAS 11 e 12. Metacercérias de Diplostomulun (Trematoda: Digenea), encontradas na cavidade
celomética das larvas de Hypsiboas cinerascens. Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.
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FIGURA 13. Metacercéarias de Digenea (Trematoda) encistadas na cavidade celomatica de Hypsiboas
cinerascens. Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.

Superfamilia: Microphalloidea Ward, 1901

Familia: Pleurogenidae Loos, 1899

Género: Pseudosonsinotrema Dollfus, 1951

Espécie: Pseudosonsinotrema sp.

Estégio: Adulto

Sitio de infeccdo: Intestino delgado

Hospedeiros: Rhinella marina

Descricdo: “Metraterm” bem desenvolvido, es6fago curto, forma da bexiga excretéria
em Y com o tronco longo ou mais longo do que os ramos, a bexiga é tipicamente em
forma de V ou Y, com tronco e ramos longos.

Referéncias: Sullivan, 1971.
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C. Filo: Nematoda Rudolphi, 1808

Superfamilia: Oxyuroidea Cobbold, 1864
Familia: Pharyngodonidae Travassos, 1919

Género: Gyrinicola Yamaguti, 1938

Espécie: Gyrinicola chabaudi Araujo & Artigas, 1982

Estégio: Adulto

Sitio de infeccdo: Intestino

Hospedeiros: Larvas de Hypsiboas geographicus, H. cinerascens e Rhinella marina
Descricdo: Corpo cilindrico, sem asas laterais. Boca com seis l&bios, dos quais o lateral
possui um anfidio bastante proeminente e os outros uma papila cada. Vestibulo e
faringe ausentes. Es6fago dividido em porcdo anterior cilindrica e bulbo posterior
contendo aparelho valvular. Poro excretor a alguma distancia ap6s o bulboesofageano.
Machos com cauda afilada; asa caudal ausente; regido cloacal proeminentemente
projetada com poucas papilas anais; espiculos desiguais; gubernaculo ausente. Fémeas
com cauda cdnica alongada em um processo afilado; vulva proxima a metade do corpo.

Referéncias: Vicente et al., 1991

FIGURA 14. Porcdo anterior de Gyrinicola chabaudi (Nematoda) parasita de Hypsiboas geographicus.
Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.
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FIGURA 15. Ovos operculados de Gyrinicola chabaudi (nematoda) parasita de Hypsiboas geographicus
coletado na Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.

FIGURA 16. Vista geral de uma larva de Gyrinicola chabaudi (Nematoda) parasita de Hypsiboas
geographicus coletado na Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.

34



Superfamilia: Cosmocercoidea Travassos, 1925

Familia: Cosmocercidae Travassos, 1925

Estégio: Adulto

Sitio de infeccdo: Intestino delgado e intestino grosso

Hospedeiros: Hypsiboas geographicus e Rhinella marina

Descrigdo: Geralmente apresentam dimorfismo sexual acentuado. Machos sem ventosa
pré-anal, com espiculos subiguais, longos ou rudimentares, guberndculo presente,
rudimentar ou ausente. Fémeas didelfas, prodelfas ou anfidelfas, oviparas ou viviparas.
Parasitas de anfibios, raramente de répteis.

Referéncia: Vicente et al., 1991.

FIGURA 17. Porcdo posterior de uma fémea de Cosmocercidae (Nematoda) parasita de Rhinella marina
coletado na Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.

Género: Cosmocerca Diesing, 1861

Espécie: Cosmocerca brasiliense Travassos, 1925

Estégio: Adulto

Sitio de infecgéo: Intestino delgado

Hospedeiros: Hypsiboas cinerascens

Descricdo: Vermes delgados e peguenos; macho mais curto e cerca da metade do
didametro da fémea. Cuticula transversal estriada com numerosas papilas pequenas

arranjadas em linhas. Final cefalico com trés pequenos labios, cada rolamento com duas
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papilas perto do angulo lateral. Anfidios ndo observados. Faringe curta e muscular.
Eso6fago cilindrico, terminacdo do bulbo em forma de frasco.
Referéncias: Dyer & Altig, 1976, Vicente et al.,1991.

FIGURA 18. Porcdo posterior de um macho de Cosmocerca brasiliense (Nematoda) parasita de
Hypsiboas cinerascens coletado na Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.

Superfamilia: Trichostrongyloidea (Skrjabin e Schulz, 1937) Durette-Desset e
Chabaud, 1993
Familia: Molineoidae (Skrjabin e Schulz, 1937) Durette-Desset e Chabaud, 1977

Género: Oswaldocruzia Travassos, 1917

Espécie: Oswaldocruzia sp.

Estégio: Adulto

Sitio de infeccdo: Estdbmago, intestino delgado e intestino grosso

Hospedeiros: Hypsiboas geographicus e Rhinella marina

Descrigdo: Cabeca com dilatacdo cuticular vesiculosa, dividida em duas partes: uma
anterior mais larga e outra posterior mais estreita. Cuticula com fina estriacdo
transversal e linhas longitudinais. Boca guarnecida com labios indistintos e lunitando

diminuta cavidade ndo quitinizada. Asas cervicais presentes ou ausentes: Papilas
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cervicais delgadas abaixo do meio do es6fago. Fémeas com vulva na metade posterior
do corpo, ndo saliente. Aparelho genital anfidelfo. Extremidade posterior terminando
por um espinho cuticular. Ovos em moérula no Gtero. Machos com bolsa- copuladora
grande e com lobo dorsal triangular. Papilas pré-bursais ndo observadas. Raios bursais
com a seguinte férmula: ventrais contiguos iguais, atingindo a margem; lateral anterior
equidistante dos vizinhos, ndo atingindo a margem; lateral médio e lateral posterior
contiguo, atingindo a margem, todos mais ou menos da mesma espessura; dorsal
externo nascendo por tronco comum ao dorsal, mais delgado que os outros; dorsal
ramificado na extremidade, de modo caracteristico, formando capitel constituido por um
par de ramos laterais curvos em S e pela extremidade dicotomizada, uma ou duas vezes.
Espiculos de forma complexa, constituidos por 4 a 5 processos distais reunidos por uma
membrana hialina. Gubernéculo ausente.

Referéncias: Vicente et al., 1991.

FIGURA 19. Porgéo posterior de um macho de Oswaldocruzia (Nematoda) parasita de Rhinella marina
coletado na Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.
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Superfamilia: Filarioidea Weinland, 1858
Familia: Onchocercidae (Leiper, 1911)

Género: Ochotorenella Caballero, 1944

Espécie: Ochotorenella sp.

Estégio: Adulto

Sitio de infecgéo: Cavidade celomética

Hospedeiros: Hypsiboas geographicus

Descricdo: Boca com quatro papilas externas e oito internas, dispostas irregularmente.
Metade anterior do corpo mais larga que a posterior. Extremidade posterior digitiforme;
apice arredondado. Cuticula estriada transversal e longitudinalmente, com tubérculos
em fileiras transversais. Cépsula bucal ausente. Esdfago dividido em porgdo anterior
muscular pequena, e porc¢do glandular posterior grande. Reto e anus atrofiado. Anel
nervoso situado na extremidade posterior da porgéo anterior do esofago; poro excretor
situado ao nivel do terco posterior da por¢do glandular do eséfago. Machos sem asa
caudal; dois pares de papilas caudais pré-anais e trés pares pds-anais, o ultimo par
proximo a ponta da cauda. Espiculos desiguais, dissimilares; gubernaculo ausente.
Fémeas com vulva na regido da por¢do glandular do estdmago. Anfidelfas. Microfilarias
sem bainha, no sangue do hospedeiro.

Referéncias: Vicente et al., 1991.

Superfamilia: Physalopteroidea Leiper, 1908
Familia: Physalopteridae Leiper, 1908

Género: Physaloptera Rudolphi, 1819

Espécie: Physaloptera sp.

Estégio: Larva e adulto

Sitio de infecg@o: mesentério, estbmago, e intestino delgado

Hospedeiros: Hypsiboas geographicus e Rhinella marina

Descricdo: Boca com dois grandes labios laterais, simples, triangulares, cada um
apicalmente ou internamente provido de um namero variavel de dentes e externamente

com papilas. Cuticula geralmente refletida sobre os l&bios, formando um grande colar
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cefélico. Papilas cervicais posteriores ao anel nervoso. Cavidade bucal pequena ou
ausente; esdfago consistindo de uma parte anterior muscular e uma posterior glandular.
Machos com asas caudais largas, unindo-se ventralmente em frente ao anus; trés a sete
pares de grandes papilas pedunculadas na regido cloacal e um nimero varidvel de
papilas sésseis, das quais algumas ao redor da abertura cloacal e as outras distribuidas
aos pares na cauda. Espiculos iguais ou desiguais, similares ou dissimilares. Fémeas
com vulva anterior ou posterior ao meio do corpo. Uteros em nimero de 2, 4 ou mais,
paralelos. Oviparas; ovos ovais, de casca espessa, embrionados quando da postura.

Referéncias: Vicente et al., 1991

Superfamilia: Rhabditoidea Travassos, 1920
Familia: Rhabdiasidae Raillet, 1915

Género: Rhabdias Stiles & Hassall, 1905

Espécie: Rhabdias pseudosphaerocephala Kuzmin, Tkach, & Brooks, 2007.

Estégio: Adulto

Sitio de infec¢do: Pulméo

Hospedeiro: Rhinella marina

Descricdo: Extremidade anterior arredondada, extremidade posterior afilada. Cuticula
do corpo inchada, especialmente na extremidade da cabeca, e coberto com dobras
transversais irregulares. Abertura oral redonda, cercado com 4 labios submediana, borda
saliente da abertura oral. Dois pseudolabios laterais arredondados, comparativamente
pequenos. Cada labio submediana, e pseudolabio com rolamento pequeno e papila no
topo. Cépsula bucal, de paredes espessas em forma de funil. Es6fago em forma de club,
dilatagdo anterior muscular presente. Anel nervoso circundando posterior ao eséfago da
extremidade anterior doesdfago. Poro excretor posterior ao anelnervoso. Forma do
intestino é reto mesmo que em espécies anteriores, bem como a estrutura do sistema
genital. Vulva quase equatorial. Cauda relativamente curta, conica.

Referéncias: Kuzmin et al., 2007.
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FIGURA 20. Rhabdias pseudosphaerocephala (Nematoda) parasitando o pulmao de Rhinella marina.
Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.

FIGURA 21. Porcdo anterior de Rhabdias pseudosphaerocephala, parasita de Rhinella marina com
detalhe da cuticula inflada. Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.
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FIGURA 22. Por¢do posterior, cauda cbnica de Rhabdias pseudosphaerocephala, parasita de Rhinella
marina. Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.

FIGURA 23. Ovos com larvas em desenvolvimento de Rhabdias pseudosphaerocephala, parasita de
Rhinella marina. Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.
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FIGURA 24. Microscopia eletrbnica de varredura da por¢do anterior de
pseudosphaerocephala, parasita de Rhinella marina. Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.

D. Filo: AcanthocephalaKohlreuther, 1771

Familia: Centrorhynchidae VVan Cleave, 1916

Género: Centrorhynchus Luhe, 1911

Espécie: Centrorhynchus sp.

Estégio: Cistacanto e adultos

Sitio de infeccdo: Figado, estbmago, mesentério e masculo

Hospedeiro: Rhinella marina

Rhabdias

Descricdo: troco liso ecilindrico. Probdscide cilindrica com a constricdo em insercdo

com o receptaculo da proboscide, com 28 a 30 linhas longitudinais de 20 a 23 ganchos,

8 a 11 ganchos rodeados e 10 a 13 espinhos sem raiz. Ganchos apicais entre 40 e 60

longos, ganchos rodeados 35 a 50 longos. Receptaculo com probdscide com parede

dupla.
Referéncia: Campido et al., 2014, Santos & Amato, 2010.
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E. Filo: Arthropoda von Siebold, 1848

Sub Ordem: Acari
Familia: Ixodidae Koch, 1844

Género: Amblyomma Koch, 1844

Espécie: Amblyomma dissimile Koch, 1844

Estégio: Adultos e ninfas

Sitio de infec¢do: Epiderme

Hospedeiro: Rhinella marina

Descricdo: Macho: escudo castanho-escuro, com manchas esbranquicadas ou acobreadas,
dando a regido anterior aspecto de um pseudo-escudo fémea; sulco marginal ausente;
formula dentaria 3/3; coxa | com dois espinhos curtos, separados, o externo mais longo, ndo
ultrapassando a metade da altura da coxa; coxas II-111 com dois espinhos, sendo o interno
menor; coxa IV com dois espinhos, o externo moderadamente longo e afilado igual ou
menor que a metade do comprimento do articulo e o interno curto. Fémea: escudo
ornamentado com manchas longitudinais acobreadas nos campos laterais e entre os sulcos
cervicais, com doze pontuagBes muito grandes e profundas, principalmente atras dos olhos,
entremeadas por outras menores que também estéo presentes na regido mediana central; a
mancha acobreada central é bem evidente e se estende até o bordo posterior; férmula
dentéria 3/3; coxa | com dois espinhos curtos, fortes e separados, o externo ligeiramente
maior que o interno; coxas -1V com dois espinhos, sendo que o interno das coxas Il e IV
é reduzido a um tubérculo.

Referéncias: Luz et al., 2015; Onofrio, 2007.

Espécie: Amblyomma rotundatum Koch, 1844

Estégio: Adultos e ninfas

Sitio de infec¢do: Epiderme

Hospedeiro: Rhinella marina

Descrigdo: Fémea: escudo ornamentado com manchas suaves nas laterais e na regido
central, sendo mais esbranquigadas no bordo posterior, com poucas pontuagdes grandes,

concentradas principalmente nas porcdes laterais anteriores, e outras pequenas, mais
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numerosas; areas porosas médias transversalmente alongadas e separadas; cornuas
ausentes; férmula dentaria 3/3; coxa | com dois espinhos subiguais, curtos e
arredondados; coxas I1-1V com dois espinhos, também arredondados.

Referéncias: Luz et al, 2015, Onofrio, 2007.

2mm

FIGURA 25. Fémea do género Amblyomma encontrada parasitando a epiderme de Rhinella marina.
Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.
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FIGURA 26. Macho do género Amblyomma encontrado parasitando a epiderme de Rhinella marina.
Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.

1 mm

FIGURA 27. Ninfa do género Amblyomma encontrada parasitando a epiderme de Rhinella marina.
Reserva Florestal Ducke, Manaus-AM.
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Ordem: Diptera Linnaeus, 1758

Espécie: Nao determinada
Estagio: Larvas

Sitio de infeccdo: Pulméo
Hospedeiro: Rhinella marina

FIGURA 28. Em destaque larva de Diptera parasitando o pulmdo de Rhinella marina. Reserva Florestal
Ducke, Manaus-AM.

FIGURA 29. Larva de Diptera fixada apds coleta do pulmé&o de Rhinella marina. Reserva Florestal
Ducke, Manaus-AM.
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Discussao

Anuros desempenham um papel importante nasteias alimentares. Eles atuam
como predadores ou como presas, e conectam ambientes aquéticos e terrestres (Whiles,
et al, 2006).

Para Plasota (1969), diferencas do bi6topo e tipo de nicho dos anuros é importante
na composi¢do alimentar, consequentemente variando sua composicdo parasitaria. A
distribuicdo das larvas nos ambientes estudados demonstrou diferenga entre os grupos
parasitas encontrados. Nesta fase, Hypsiboas cinerascens e H. geographicus
apresentaram uma maior riqueza e abundancia de parasitas do que Rhinella marina. Isso
pode ser explicado pelo fato das duas espécies de hilideos habitarem pocas, ambientes
complexos que abrigam uma alta riqueza de grupos taxondmicos (peixes, répteis,
invertebrados). Junto com todos os organismos ali presentes, estd a sua composi¢éo
parasitaria (Anjos et al., 2013). Por outro lado, a menor riqueza aquética observada na
lagoa pode ser reflexodo ambiente artificial e antropizado, sendo assim, a riqueza pode
ser um pouco mais limitada.

Aalta prevaléncia de infeccdo por trematddeos digenéticos nos girinos de H.
cinerascens pode estar relacionada ao tipo de habitat ocupado pela espécie, as pogas
temporérias. Estes locaispossuem uma quantidade menor de &gua, com presenca de
matéria organica, o que propicia uma riqueza maior de invertebrados como moluscos
gastropodes, que sdo hospedeiros obrigatorios dentro do grupo (Thatcher, 1996).Dentre
0s organismos disponiveis no ambiente, os girinos, por possuirem uma fina pele de fécil
penetracdo sdo os hospedeiros mais vulneraveis visto que passam grande parte do seu
desenvolvimento nas pocgas, por esta razdo podem estar atuando como hospedeiros
intermediarios desses parasitas no local

Entretanto, ndo se pode ignorar o fatode que dentro de uma espécie de hospedeiro,
a susceptibilidade a uma espécie particular de cercarias pode depender de um nimero de
fatores, incluindo o gendtipo do hospedeiro, habitat, ou histdria de infeccéo (Krist et al.,
2000; Mouritsen, 2001; Dybdahl e Krist, 2004). As larvas de digenéticos sdo muitas
vezes generalistas durante sua infeccdo (Combes et al., 1994), nadando ativamente
através da coluna d’&gua, onde detectam hospedeiros por sinais fisicos e quimicos
(Cohen et al., 1980; Campbell, 1997). Estando os girinos de H. cinerascens e H.

geographicus presentes em um ambiente propicio para a disseminagdo destes parasitos,
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h& chance destes estarem atuando como hospedeiros intermediarios para as cercarias e
posteriormente para as metacercérias como visto aqui nos jovens de H. cinerascens.

A ndo ocorréncia das formas larvais de trematddeos digenéticos nos adultos de H.
cinerascens e nos jovens e adultos de H. geographicus, contrastada com a alta
prevaléncia de metacercarias (36,36%) nas larvas de H. cinerascens. Isso pode ser
explicado pelo fato de queos adultos dessas duas espécies de hilideos ndo terem habitos
aquaticos, permanecendo a maior parte da vida em arvores e vegetacbes proximas a
corpos dagua (Lima et al, 2012). A partir desta premissa, acredita-seque estes animais
estdo menos suscetiveis as infec¢des por parasitas que necessitam de agua ou solo para
infectar um novo hospedeiro: como por exemploos moluscos, primeiros hospedeiros
intermediérios de trematddeos digenéticos (Thachter, 1996).

Por outro lado, Rhinella marina é uma espécie de habito terrestre permanecendo
em contato direto com muitos grupos de parasitos. Esta estava infectada por larvas e
adultos de digenéticos, sendo os adultos, pertencentes ao género Pseudosonsinotrema.
Becharal e Vélez (2010) também registraram espécimes deste género parasitando o
intestino de R. marina, na Colémbia, mas tratava-se de P. chabaudi Caballero e
Caballero, 1969. Logo, ndo podemos afirmar que os individuos encontrados no presente
estudo sdo da mesma espécie ja registrada.

Os nematoides Gyrinicolla chabaudi, estiveram presentes apenas nafase larval dos
anuros, ndo sendo encontrados, para os espécimes estudados, em individuos adultos.
Duellman e Trueb (1944) detalharam que durante a metamorfose ocorrem mudancas
morfoldgicas (desenvolvimento das partes bucais) e comportamentais nos girinos. De
acordo com os autores, na fase inicial de desenvolvimento, no estagio 23, e na fase em
que a boca estd completamente formada, no estdgio 25, o animal comeca a se alimentar.
Neste momento, sob o ponto de vista parasitologico, o animal ja pode ingerir ovos e
larvas de parasitas, aumentando a chance de infectar-se. No decorrer do
desenvolvimento larval, estes anfibios anuros abrigam parasitas que se desenvolvem em
um curto espago de tempo. O sistema digestivo dos anfibios € morfologicamente
simples e na fase larval, este € muito fino e enrolado, reduzindo assim o nlumero
potencial de nichos disponiveis para a exploracdo e condicdes favoraveis de evolucéo
dos parasitas (Aho, 1990). Tais fatos podem justificar a presenca do nematddeo G.
chabaudi apenas nas larvas dos anuros.

Pryor (2005) sugere que nematoides pertencentes ao género Gyrinicola s&o

simbiontes intestinais fermentativos, e os descreve como mutualistas em larvas de
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Lithobates catesbeianus. O nivel de atividade, a digestdo e o metabolismo dos anfibios
sdo regulados pela temperatura ambiental, devido sua ectotermia (Barton, 1999).
Nematoides intestinais que habitam as regides fermentativas do intestino de outros
herbivoros ectotérmicos também podem ter um efeito benéfico sobre a digestdo e
nutricdo nesses hospedeiros (Pryor, 2005). Neste estudo, apenas na regido fermentativa
do intestino foram encontrados parasitas nematoides, juntamente com protozoarios do
género Nyctotherus sp. que atuam no sistema digestivo das larvas. Estes possuem a
capacidade de digerir e converter celulose em energia, facilitando sua metabolizac¢&o no
hospedeiro (Noblet e Yabsley, 2001). Tais informagdes evidenciam que G. chabaudi
potencialmente atua como um simbionte fermentativo nos girinos, como propds Pryor
(2005).

Para completar seu ciclo bioldgico, Gyrinicola tém que se desenvolver
rapidamente, pois a partir do estagio 25-26, as fémeas ja possuem ovos, estes sdo
liberados no ambiente para que um novo ciclo tenha inicio. O desenvolvimento de
Gyrinicola deve ser acelerado pela acdo dos horménios responséaveis pelo crescimento
das larvas, proporcionando ao helminto também uma maior absorcdo de nutrientes
(Fabio, 1999). A partir do estdgio 40 ndo foram mais encontrados parasitas, indicando
que os especimes ndo conseguem sobreviver no hospedeiro, este fato esta relacionado
ao crescimento do animal (metamorfose) e diferenciagdo dos tecidos, onde ocorrem
severas mudancas tanto na morfologia como na alimentacdo, e tipo de hébitat. No
estagio 41, o climax da metamorfose, comeca a degeneracdo do bico corneo da larva
para o desenvolvimento das maxilas do adulto e o girino é incapaz de se alimentar
(Duellman & Trueb, 1994). Logo as larvas estdo sem parasitos com a impossibilidade
de se alimentar, ndo estando mais propicios a novas infecgdes pelo nematédeo
Gyrinicola, sendo inviavel a persisténcia deste helminto até a fase adulta.

O ¢énero Gyrinicola depende exclusivamente das larvas de anfibios para
completarem seu ciclo de vida (Pryor, 2005). Todos séo parasitas exclusivos do
intestino de girinos, ndo sendo encontrada até o momento na fase adulta (Pryor e
Greiner, 2004).

A presenga dos nematoides Cosmocerca sp., Aplectana sp., e C. brasiliensis
encontrados nas trés espécies de anuros na fase adulta, provenientes do ambiente
arboricola e terrestre pode ser explicada pelo fato destes parasitos apresentarem ciclo de
vida do tipo monoxénico, ndo necessitandode hospedeiro intermediario. Neste caso,

haveria uma maior facilidade para a infeccdo e desenvolvimento, pois estes penetram
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ativamente pela pele do hospedeiro, ou ovos e larvas podem ser ingeridos pelos
hospedeiros (Anderson, 2000). Tais fatos explicam a maior prevaléncia de
Cosmocercideos em R. marina, 66,6%, pois a espécie possui um habito de
forrageamento terrestre (Lima et al, 2012), e por incluir em sua dieta um nimero maior
de invertebrados terrestres, consequentemente estando mais exposta a infeccdo por
nematoides.

Assim como nos Cosmocercideos, a infec¢do por Rhabdias é semelhante. Neste
estudo, das trés espécies apenas R. marina, estava infectada por nematoides nos
pulmdes (Rhabdias pseudosphaerocephala). Os rhabdiasideos alternam entre um ciclo
de vida livre e outro parasitario, sendo as fémeas partenogenéticas estando as formas
parasitarias infectantes nos pulmdes de seus hospedeiros (Anderson, 2000).
Oswaldocruzia sp., também foi encontrada apenas em espécimes de R. marina. Este
género, abriga cerca de 88 espécies e na regido Neotropical ha registro de 39 que
parasitam sapos, lagartos, salamandras e raramente serpentes (Guerrero, 2013). As
espécies mais recentes foram descritas em R. marina no Peru, O. manuensis, e O.
urubambaensis por (Guerrero, 2013). Os espécimes coletados neste estudo continuaréo
sendo analisados a fim de se obter uma melhor identificagdo taxonémica.

Ochoterenella sp., que ocorreu em apenas um individuo de H. geographicus,foi
um género descrito originalmente por Caballero, em 1944, que posteriormente
descreveu a espécie O. digiticauda, coletados em individuos de R. marina no México,
encontrados parasitando a cavidade celomatica da espécie. Devido a baixa prevaléncia
de espécimes de Ochoterenella encontradas nas amostras, por se tratar de um
hospedeiro diferente e pela auséncia de dados morfométricos, ndo podemos afirmar que
o individuo encontrado se trata de O. digiticauda. Entretanto, € necessario um estudo
aprofundado confirmacgéo deste dado, ja& que R. marina, o hospedeiro tipo, ocorre no
local onde o género foi coletado.

Acanthocephala foi o segundo grupo com menor prevaléncia, corroboraa estudos
que relatamsuamenorfrequéncia em anfibios, comoo de Smales (2007). Os espécimes
encontrados foram identificados como Centrorhynchus sp., 0 género apresenta espécies
cujos adultos séo parasitas de aves e mamiferos, seus hospedeiros intermediarios podem
ser coledpteros ou ortopteros, tendo como hospedeiros paraténico anfibios anuros
(Torres e Puga, 1996), isso explica a grande quantidade de espécimes encistados em
tecidos dos anuros coletados. Segundo Baer (1961) pode existir um hospedeiro de

espera facultativo, que € um réptil, podendo desenvolver as formas de Acanthor e
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Acanthella, até atingirem o intestino do hospedeiro definitivo onde se desenvolverdo na
forma adulta.

Dentre os artropodes parasitas de vertebrados, os carrapatos sd&o um grupo
comumente encontrados na familia Bufonidae. Até o momento seis espécies foram
registradas parasitando anuros do género Rhinella no Brasil: Amblyomma dissimile e A.
rotundatum, e A. fuscum, A. goeldii, A. humerali e A. cajennense (Barros-Battestti et al.,
2006). Neste estudo, o parasitismo em R. marina, apresentou alta prevaléncia (77,7%)
estando, os individuos mais infestados pelo grupo, magros e com 0s 6rgdos internos
diferenciados dos individuos menos parasitados. Os carrapatos podem causar lesées nos
sapos durante o periodo de atividade no hospedeiro, diminuindo a imunidade do
animal, podendo leva-lo a 6bito (Antonucci et al., 2012; Aragdo, 1936). Um estudo com
infestacOes experimentais de A. rotundatum em R.marina, revelaram que a ocorréncia
de morte dos hospedeiros € comum (Aragdo, 1936; Oba e Schumaker, 1983), o que
corrobora com a teoria de Lampo e Bayllss (1996) que sugerem que carrapatos podem
regular a densidade de R. marina na natureza.

Porém, o objetivo deste trabalho ndo foi avaliar a sanidade dos animais coletados,
desta maneira ndo podemos afirmar que estes mostraram debilidade e alteragbes
fisioldgicas devido ao parasitismo por Amblyomma.

Outro grupo de invertebrados frequentemente encontrado em anuros, S&0 0S
dipteras. A invasdo das larvas desta ordem em tecidos de vertebrados € bem
documentada principalmente em mamiferos e aves, com a mais frequente forma sendo a
miiase dérmica (Hall e Farkas, 2000). Anfibios em todo o mundo s&o parasitados por
larvas de inimeras espécies de Diptera, no entanto esta € uma area pouco estudada na
biologia do grupo (Hagman et al., 2005). Durante a andlise feita nos anuros foram
encontradas cinco larvas de Diptera parasitando o pulmao de apenas um individuo de R.
marina. Como ndo foi encontrada nenhuma les&o na pele, acredita-se que estas larvas
infectaram o hospedeiro pelas narinas até atingirem os pulmdes. Durante o
levantamento bibliogréfico ndo foi encontrado registros de larvas de Diptera parasitando

pulméo de R. marina na regido Amazonica.
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Considerac0es finais

Os dados analisados durante os dois anos de coleta demonstraram que espécies
parasitas diferem nas duas fases de vida de H. cinerascens, H. geographicus e R.
marina desde a fase larval até a fase adulta, nos trés ambientes amostrados.Com isso,
podemos compreender que a riqueza entre as duas fases de desenvolvimento dos anuros
sd0 bem distintas. Durante o processo de metamorfose até a fase adulta o animal
transporta grupos de parasitas, conectando-os entre o ambiente terrestre e aquatico
diferindo nas duas fases de vida do grupo.

Este trabalho é o primeiro até 0 momento que descreve este tipo de interacdo na
regido, contribuindo assim, com novos registros e novas informagdes sobre estudos

parasitologicos na Amazonia.
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ANEXO 2

Rhabdias pseusphaerocephala Gene: ITS (parcial)
TAGGCTTATTGGCTTTTTATTTGGTGATCAACCCCCTGCCTTTAAAACGGTTATAATTGGCGT
CTATACGTACTGCTAACGCTCGCGGACCGTCGACGTGTATTGATCAGTATGCATAGCATTCA
CCAATCTCGTATGTATACTTCGTTGTATATGTGTGAGTGTTGATGGGTGTTAGACTTAATGAA
TATCCGCTCCGGATTTCGCCAATATCATATTTATTGTATCCAAAAACAAAGACTCATTACTAC
TCCTAGTGGTGGATCACTCGGCTCGCAGGTCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAGTTGG
TGCGAATTGCAAACACATTGAGCACTAAACTTTCGAACGCATATTGCGCCGTCGGTTTTTCC
GTCGGCAGGTCTGTCTGAGGGTTACAAACAAGTACTTGCAAGGTAACGCTAGCATGTTGCGT
TATTTTGTTTATCGAGAAGCTCGGTGTGCATGTGTGATATGTGCTAGTGTGTCACACATGTAT
CGTCCTTCTCTGGTTTGTCATTCTCATTGATATATAATCATCTGAATCACAAACACGTGCAAG
TGGTGTTGGCTGGTGTTGGTTGATGATATAATATCATTTTGCAATTGCAACCTCAGATCAGTC
CTGA

Rhabdias pseudosphaerocephala Gene: 28S (parcial)
GTTGACGAATTGCCGCGATATTCAGCTGTTTTGCGTGAGCAAAGTGGTGTACTTATCGTCTGT
GTGCGCTGAGAGTCTTGATTGAACATTCTAAACCGTCGTATTTTGTTGCCCGTCGTCTCACGA
TGATGGTGTCTTGTGCGTGCGGGTTGGGATGTTTCGATTAAGTATTTTCGGTGTGAAAGTCGA
CCACCTATCCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAGCGTATGTGCGAGTCATTGG
GTGGTAAACCTATTGGCGTAACGAAAGTAAAGGTCGTTTCTTGCGGCTGATATGGGATCCGT
ACGGTTTCGATCGTGCGGCGCACCATAGCCCTGTCTCGAAGGCTTGCCTTGAGATGGAGGTA
GAGCGCATGCGCTAGGACCCGAAAGATGGTGAACTATACGTGAGCAGGATGAAGCCGGAGG
AAACTCTGGTGGAAGTCCGTAACGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCTGACTTGCGTATAG
GG

Rhabdias pseudosphaerocephala Gene: COI
TGCCCCAGCTAAGACAGGGAAAGATAACACCAATAAAAAAACAGTAACAAACACAGTCCA
AACAAACAAACTTATATTCTCCAAACTAATAGAACTACTACGTAAATTTTTTGTAGTACACA
TAAAATTAATACCTCCTAAAATCGAACTAATACCTGCACAATGTAAACTAAAAATAGCTAAA
TCTACACTTCTACCTGGATGACCTAAAGTTCTCAAAGGAGGATAAACTGTTCATCTAGTACC
ACAACCAGTATCTACAAAACTCGAAACCAAAATTAAAAAAATAGCCGTAGGCAACAATCAA
AAACTCATATTATTTAAACGGGGAAAACTCATATCAGGGGCACCTAATATTAAAGGCAGTAT
TCAATTACCAAAACCTCCAATTATAGTAGGCATAACCATAAAAAAAATTATCAAAATAGCAT
GAGCTGTAATAACAAAATTATACAGCTGACCGTTACCCA
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