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Resumo

A referida tese € o resultado de um trabalho que buscou discutir, como
tema geral, o impacto que os parasitas podem causar na ecologia de seus
hospedeiros. Ela foi divida em dois capitulos: o primeiro capitulo é uma revisdo
bibliografica que discute sobre como o0s parasitas podem influenciar no
desempenho reprodutivo de seus hospedeiros; e o segundo capitulo investigou
em trés espécies de anfibios anuros (Leptodactylus chaquensis, Leptodactylus
podicipinus, e Hypsiboas raniceps), se os individuos parasitados por helmintos
sdo acometidos por alteracdes em aspectos da reproducdo. As trés espécies de
anuros estudadas, ndo apresentaram evidéncias que possam ter alguma relacéo
entre a intensidade parasitaria de helmintos e caracteres morfologicos associados
a reproducédo. O que sugere que estas espécies estudadas apresentem respostas

imunoldégicas e/ou adaptacdes fisiologicas mediante infeccao parasitaria.



Abstract

This thesis is the result of a work that sought to discuss, as a general
theme, the impact that parasites can have on the ecology of their hosts. It was
divided into two chapters: the first chapter is a literature review that discusses how
the parasites can influence the reproductive performance of their hosts; and the
second chapter investigated in three species of anuran amphibians (Leptodactylus
chaquensis, Leptodactylus podicipinus, and Hypsiboas raniceps), if the individuals
parasitized by helminths are affected by changes in aspects of reproduction. The
three species of anurans studied didn’t present evidence that could have any
relation between the parasite intensity of helminths and morphological characters
associated to reproduction. This suggests that these species studied present
immunological responses and/or physiological adaptations through parasitic

infection.



CAPITULO |

A relacao entre parasitismo e esforco

reprodutivo: estado da arte



Resumo

Este capitulo teve como objetivo discutir como o0s parasitas podem
influenciar no desempenho reprodutivo de seus hospedeiros. Trata-se de uma
revisdo bibliografica baseada na literatura especializada na temética relagfes
parasito-hospedeiro. A importancia dos parasitas esté relacionada ao impacto que
eles podem causar na ecologia de seus hospedeiros. O parasitismo é uma forma
muito comum de vida e um dos meios mais provaveis e predominantes para
aquisicdo de alimentos entre os seres vivos. O sucesso da relagdo parasita-
hospedeiro dependerd do balanco entre as reacdes imunes do hospedeiro e a
capacidade do parasito em modular estas reacdes. A infeccdo parasitaria €
frequentemente associada com alteragbes nos hospedeiros que podem afetar o
desempenho reprodutivo. Assim como alguns parasitas possuem a capacidade de
inibir a reproducao dos hospedeiros a seu favor, os hospedeiros podem responder
as infeccdes, mudando seu esforco reprodutivo. Em tese, um hospedeiro pode
responder de forma adaptativa ao parasitismo, o que pode diminuir ou aumentar o
investimento na reproducdo do hospedeiro, com ou sem inducdo de defesas
fisiolégicas, comportamentais ou morfologicas. A mortalidade e declinio dos
anfibios por parasitismo faz das infec¢Bes parasitarias um fator consideravel na
biologia da conservagao, pois sdo potenciais agentes seletivos na evolucdo dos
anfibios. Todavia, sdo poucos os trabalhos que relacionam o parasitismo, e seus
efeitos, sobre a eficiéncia reprodutiva dos anuros, portanto sdo necessarios
estudos que avaliam qual a extensdo dos efeitos causados pelos parasitas sobre

0 sucesso reprodutivo dos anfibios.



Abstract

This chapter aimed to discuss how the parasites can influence the
reproductive performance of their hosts. This is a bibliographical review based on
the specialized literature on the parasite-host relationship. The importance of
parasites is related to the great impact that they may cause to the ecology of their
hosts. The parasitism is a very common way of life and one of the most likely and
prevalent means for food procurement among the living beings. The success of
the parasite-host relation will depend on the balance between the immune
reactions of the host and the parasite's ability to modulate these reactions. The
parasitic infection is often associated with alterations in the hosts that can affect
alterations in the reproductive performance. Just like, some parasites possess the
ability to inhibit the reproduction of the hosts in their favor, the hosts can respond
to infections, changing its reproductive effort. In thesis, a host can respond in an
adaptive manner to parasitism, which can decrease or increase the investment in
reproduction of the host, with or without induction of physiological, behavioral or
morphological defenses. The mortality and decline of amphibians by parasitism
makes the parasitic infections a considerable factor in conservation biology, since
are potential selective agents in the evolution of amphibians. However, there are
few studies that related the parasitism, and its effects, on the reproductive
efficiency of anurans, therefore are needed further studies that evaluates what is
the extent of the effects caused by parasites on the reproductive success of

amphibians.



INTRODUCAO

Este capitulo enfoca sobre a relagdo do parasitismo com o esforco
reprodutivo de seus hospedeiros. Sera que os parasitas podem influenciar no

desempenho reprodutivo de seus hospedeiros anuros?

Os parasitologistas, at¢é o ano de 1970, focaram seus estudos em
descricbes de ciclos de vida, patologias causadas por parasitas, controle de
pragas e agentes causadores de doencas (Zuk & Stoehr, 2002). Somente, no
comeco dos anos 80, os aspectos da biologia e ecologia dos parasitas
comecaram a ser explorados por ecologos e evolucionistas (Zuk & Stoehr, 2002).
Na conjuntura anterior, tinhamos um cenario de pesquisas focadas em trabalhos
descritivos, de “causa e efeito” e controle de parasitos. A partir do final década de
70, a relacdo parasita-hospedeiro comecou a aparecer em artigos de ecologia e
evolugao, surgindo entdo perguntas relacionadas ao “fitness” de seus hospedeiros
e como esta relagédo afetaria o investimento em sobrevivéncia e reproducédo dos
hospedeiros (Zuk & Stoehr, 2002). Dos trabalhos que focaram essa nova

abordagem, podemos citar:

Price (1977) apresentou uma sintese sobre trés aspectos importantes para
compreensao sobre parasitas, reavaliou a abundancia de espécies de parasitas,
apresentou conceitos gerais sobre a ecologia e evolucao dos parasitas, derivados
de uma combinacdo de biologia populacional, teoria evolutiva e biologia
parasitaria, e fez previsbes derivadas de modelos conceituais gerais para
servirem de guia para estudos criticos da biologia parasitaria que precisariam ser

examinados e testados em popula¢des naturais.



Minchella (1985) examinou estratégias alternativas disponiveis para um
hospedeiro enfrentar uma infeccdo parasitaria. Esta revisdo abordou as
estratégias utilizadas de moluscos como hospedeiros intermediarios, em resposta
ao parasitismo por trematodeos digenéticos. O autor estudou quais as condi¢cdes
de resisténcia do hospedeiro que podem ser esperadas para evolucdo de uma
populacdo. Também considerou alternativas de historia de vida dos hospedeiros

guanto a resisténcia para minimizar os efeitos prejudiciais dos parasitas.

Forbes (1993) descreveu abordagens baseadas em teorias de historia de
vida a fim de prever mudancas adaptativas no esfor¢co reprodutivo do hospedeiro
assim como explicar a importancias dos estudos de mudancas adaptativas no
esforco reprodutivo do hospedeiro no enfoque da coevolucao parasita-hospedeiro

e evolucao da plasticidade fenotipica.

Poulin (1995), que fez uma revisdo sobre as mudancas de comportamento
de animais parasitados, na qual se utilizam de fundamentos tedricos a fim de
questionar a generalidade de regras gerais sobre a evolucdo dos parasitas, regras
de delineamento de um caminho evolutivo comum, seguido de todos os
organismos parasitas. Destes fundamentos o autor demonstra que a evolugéo do

parasita pode adotar caminhos distintos.

Importancia do parasitismo

A importancia dos parasitas esta relacionada ao grande impacto que eles
podem causar na ecologia de seus hospedeiros (Chandra & Gupta, 2007).

Alguns estudos realizados sugerem que 0s parasitas sdo capazes de regular o



tamanho das populagcbes de hospedeiros (Puttker et al., 2008; Morand & Guégan,
2008), crescimento dos hospedeiros (Kelehear et al., 2011), bem como a
biodiversidade da comunidade local podendo até mesmo ser responsavel pela

extincdo local de algumas espécies de hospedeiros (Lindenfors et al., 2007).

Tomando como exemplo, os nematoides se alimentam dos nutrientes do
conteudo intestinal ou dos tecidos de seus hospedeiros (Quinnell et al., 1990), o
que pode acarretar em respostas imunoldgicas custosas (Lochmiller &
Deerenberg, 2000) e pode causar insuficiéncia nos estoques energéticos dos
seus hospedeiros. Essa deficiéncia energética pode prejudicar os individuos
parasitados, pois eles podem ter menos energia para gastar em reproducao
(Bollache et al., 2001), fisiologia (Hernandez-Bello et al., 2010), comportamento
(De Jong-Brink & Koene, 2005) e sobrevivéncia (Fuller & Blaunstein, 1996). A
perda de energia ocasionada por parasitas pode levar ao comprometimento do

valor adaptativo (“fitness”, W) do animal parasitado (Schupbach & Baur, 2008).

Existem vérias definicbes para o termo parasitismo, dentre estas a
definigdo de Poulin (2007) determina que “o parasita € um organismo que vive em
outro organismo, o hospedeiro, alimentando-se deste, apresentando algum grau
de adaptacéo estrutural para isso e causando ao seu hospedeiro algum dano”. O
parasitismo € uma forma muito comum de vida e um dos meios mais provaveis e
predominantes para aquisicdo de alimentos entre os seres vivos (Price, 1977).
Além disso, mesmo que os parasitas possam utilizar de diversas espécies de
hospedeiros, eles podem ser considerados especialistas, pois ao longo da histéria

de vida foram tracados lacos coevolutivos (Price, 1977). O sucesso da relacao



parasita-hospedeiro dependera do balanco entre as reagfes imunes do

hospedeiro e a capacidade do parasito em modular estas reacdes (Wikel, 1996).

Esforco reprodutivo

O esforco reprodutivo tornou-se o principal conceito nas teorias de
evolucdo da historia natural dos seres vivos (Hirshfield & Tinkle, 1975). Fisher
(1930) indicou a importancia de mensurar como 0S organismos alocam a sua
energia, entre as diversas necessidades como crescimento, manutencao,
reproducdo e como a selecdo natural se ajustaria a isso. Como definicdo, o
esforco reprodutivo € a propor¢céo de energia total, obtida durante um intervalo de
tempo, que um determinado organismo se dedica a reproducédo (Williams, 1966).
Um individuo enfrenta a decisdo alocar ou ndo alocar recursos energéticos em
reproducdo e, em caso afirmativo, quanta energia sera investida nesse esforco
reprodutivo (Baudoin, 1975). Os processos mais custosos energeticamente sao a
maturacdo de gbnadas e a producdo de gametas (Cichon, 1999), o que demanda

a mobilizacao de reservas energéticas acumuladas (Da Silva & Zancan, 1994).

Stearns (1989) sugere que 0S recursos energeéticos estdo diretamente
relacionados ao tempo de vida de um ser vivo, sendo necessario ter um alto
investimento energético para ter sucesso reprodutivo. Ou seja, a quantidade de
energia investida no processo reprodutivo € uma caracteristica importante da
histéria de vida de um dado individuo, pois a forma de distribuicdo dos recursos
esta diretamente relacionada ao tempo de vida do animal (Stearns, 1989).

Stearns (1989) ainda explica que o0s organismos tendem a uma partilha



energética comedida entre crescimento somatico, reproducdo e longevidade,

direcionando a um maior sucesso reprodutivo.

O parasitismo e o esfor¢o reprodutivo

A infeccdo parasitaria € frequentemente associada com alteracOes
fisiolégicas nos hospedeiros que podem resultar em alteracdes de desempenho
reprodutivo (Schultz et al., 2006). Os hospedeiros podem responder as infeccbes
parasitarias, mudando a estratégia de investimento reprodutivo (Minchella, 1985).
Adicionalmente, as alteracdes de comportamento do hospedeiro mediadas por
parasitas podem depender do ciclo de vida do parasita (Klein, 2005). Ou seja,
podem aumentar a sobrevivéncia e a taxa reprodutiva do hospedeiro por meio do
contato social ou predacéao (Klein, 2005). Por exemplo, os virus que tém ciclos de
vida diretos comumente causam agressividade e contato fisico em populacfes de
hospedeiros (Klein et al., 2004). No caso de um parasita com ciclo de vida
indireto, a sobrevivéncia e a reproducdo podem ser aumentadas principalmente
por predacao (Kavaliers et al., 2000). Assim, o0 modo de transmisséo e o ciclo de
vida dos parasitas podem influenciar em mecanismos de comportamento e

fisiologia dos hospedeiros (Klein, 2005).

A resisténcia ao parasitismo pode estar relacionada a desvantagens como
a reducdo da fecundidade, pois a eficiéncia do sistema imunologico do hospedeiro
pode alocar uma quantidade significativa de energia, prejudicando a reproducao
(Wright, 1971). Moller (1993) explica que os animais sofrem custos de reproducéo

devido as condicbes ambientais nocivas, como a presenca de parasitas e

10



doencas, que podem afetar as atividades reprodutivas dos hospedeiros. Deste
modo, os parasitas podem desempenhar fortes pressdes seletivas nos
hospedeiros (Sorci et al., 1996). A diminuicdo da fecundidade é uma das
consequéncias da reducdo de recursos energéticos para a reproducéo (Richner et
al., 1993). Sendo assim, alguns parasitas possuem a capacidade de inibir a
reproducao dos hospedeiros (Hurd, 2001). De acordo com Hurd (2001), a reducéo
da fecundidade € um resultado bastante comum devido a infeccdo parasitaria e
gue esta reducdo ndo necessariamente seja um fator adaptativo e sim um produto
de alguma doenca debilitante devido a infeccdo por parasita. Ainda, a reducédo
pode ser uma adaptacédo do hospedeiro que evoluiu em resposta ao parasitismo e
ser uma estratégia do parasita, a fim de limitar danos ao hospedeiro (Hurd, 2001).
Em contrapartida, o parasita teria mais nutrientes disponiveis a sua sobrevivéncia

e 0 hospedeiro teria uma vida util superior (Hurd, 2001).

Minchella (1985), explica que o impacto do parasitismo sobre os
hospedeiros vai depender de fatores como a presenca de genes de resisténcia na
populacao hospedeira, a patogenicidade do parasita e seu efeito sobre o0 sucesso
reprodutivo dos hospedeiros, a probabilidade do contato do parasita no meio
ambiente e do custo relativo da resisténcia do hospedeiro em relacdo aos fatores

anteriormente citados.

Pode-se observar que em alguns casos, ha a ocorréncia da compensacao
de fecundidade (Minchella & Loverde, 1981). Minchella & Loverde (1981),
estudaram caracéis de Biomphalaria glabrata que foram submetidos a exposi¢éo
do parasita Schistosoma mansoni e perceberam que os moluscos hospedeiros,

logo apOs serem expostos a estes parasitas, tenderam a compensar mortalidade,
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reducado e interrupcdo completa da producdo de ovos, pelo aumento na postura
de ovos. O aumento da producao reprodutiva pode compensar, em parte, a futura
perda esperada no sucesso reprodutivo, a fim de que a reproducéo ocorra antes
da castracdo parasitaria do hospedeiro (Minchella, 1985). Esta estratégia pode

ser considerada uma alternativa de baixo custo a resisténcia do hospedeiro.

Baudoin (1975) foi quem descreveu a castracao parasitaria como estratégia
do parasita. Esta estratégia consiste na castracdo do hospedeiro através de uma
sequéncia de estados fisiolégicos ou comportamentais de um gendtipo,
resultando na diferenciacdo de fatores determinantes a aptiddo desse gendétipo
(Baudoin, 1975). Essa estratégia envolve uma reducdo do "esforco reprodutivo™
do hospedeiro (Baudoin, 1975). Mais uma vez, os parasitas podem se utilizar
como vantagem a reducéo no esfor¢o reprodutivo do hospedeiro, como: aumento
da disponibilidade de energia (Hughes, 1940), aumento da sobrevivéncia do
hospedeiro (Goertz, 1966), e aumento do crescimento do hospedeiro (Cheng,
1971). Baudoin (1975) postula que a castracdo por parasitas pode ser uma

adaptacao afim de maior aptidao do parasita.

Em literatura recente, Lima (2014), cita que a historia de vida dos
hospedeiros pode ser alterada por trés possiveis estratégias: A reproducdo dos
parasitas pode interferir na energia destinada a reproducao de seu hospedeiro,
causando a castracdo parasitaria; O hospedeiro pode reduzir o investimento
reprodutivo para combater a atuacao do parasita; e o parasitismo pode nao afetar

diretamente o esforco em reproducéo.

Por fim, Forbes (1993) reforca que, em teoria, um hospedeiro pode

responder de forma adaptativa ao parasitismo. Esta resposta pode diminuir ou
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aumentar o investimento na reproducdo do hospedeiro, com ou sem inducao de

defesas fisiologicas, comportamentais ou morfolégicas.

O parasitismo nos anfibios

O papel dos parasitas na mortalidade e declinio dos anfibios tem sido
citado por alguns autores (ver Todd, 2007), o que faz das infeccdes parasitarias
um fator consideravel na biologia da conservacdo (Muniz-Pereira et al., 2009;
Morand & Guégan, 2008), pois 0s parasitas sdo potenciais agentes seletivos na
evolucdo dos anfibios (Todd, 2007). Todd (2007) ainda defende que os parasitas
devem ser considerados na evolucdo dos comportamentos reprodutivos de
anfibios, citando trés razdes principais: (1) muitos parasitas de anfibios dependem
de estagios infectantes aquaticos para transmisséo e reproducao; (2) os anfibios,
por terem sua reproducdo aquatica, aumentam a persisténcia e dispersdo do
parasita em populacdes terrestres; e (3) antes da metamorfose, os anfibios
anuros tem baixa imunidade em relacdo aos adultos, o que os tornam mais

suscetiveis a mortalidade impulsionada pelos parasitas.

Com relacédo a reproducao dos anfibios, os machos dispendem energia na
defesa, manutencao de territério e vocalizacdo enquanto que as fémeas alocam
boa parte dos seus recursos na producédo de ovos (Wells, 2007). Contudo, poucos
trabalhos tém relacionado o parasitismo, e seus efeitos, sobre a eficiéncia
reprodutiva dos anuros. Recentemente Madelaire et al. (2013) demonstraram que
para Hypsiboas prasinus (Hylidae) ha uma relacdo negativa entre intensidade
parasitaria e taxa de vocalizagdo. Todd (2007) discute a evolucdo das estratégias

reprodutivas alternativas em anfibios com base na relagédo parasito-hospedeiro,
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argumentando que a evolucéo da diversidade de modos reprodutivos dos anfibios

pode ter sido o efeito de estratégias para escapar dos parasitas.

Os trabalhos realizados por Goater et al. (1993), Goater (1994) e Goater &
Vandenbos (1997) avaliaram anfibios anuros e a relacdo parasita-hospedeiro.
Apesar destes trabalhos nédo terem o enfoque nos efeitos do esforco reprodutivo e
sim em sobrevivéncia e crescimento de larvas de anuros (girinos), sédo trabalhos
de suma importancia que evidenciam como o parasitismo pode influenciar na

histdria de vida de seus hospedeiros.

Galdino et al. (2014), estudaram a helmintofauna do lagarto Tropidurus
hispidus e relataram que a intensidade da infeccao parasitaria estd negativamente
correlacionada ao investimento reprodutivo. Foi encontrada uma interdependéncia
inversa entre o esforco reprodutivo das fémeas e a carga de parasitas, o que
pode ser explicado por parasitas diminuindo a condi¢cdo de salude das fémeas e
redirecionando as reservas de energia que normalmente vao para produzir uma
ninhada. Ainda, que as fémeas mais fracas ja tém baixo investimento reprodutivo,

sendo mais suscetiveis a infeccdes por helmintos (Galdino et al., 2014).

CONCLUSAO

Apesar da discussao sobre a interacdo parasito-hospedeiro e a evolugao
do modo reprodutivo nos anfibios, ha ainda uma caréncia de estudos que avaliem
qual € a extensdo dos efeitos causados pelos parasitas sobre o0 sucesso

reprodutivo dos anfibios. Este projeto propde investigar se a infeccdo por
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helmintos afeta a reproducdo dos anfibios, avaliando os efeitos no sucesso

reprodutivo de fémeas e machos em trés espécies de anuros.
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Capitulo I

Em que extens&o o parasitismo
Influencia no esforco reprodutivo em

trés especies de anfibios anuros?



Resumo

Embora haja a discussdo sobre a interagdo parasito-hospedeiro e a
evolucdo do modo reprodutivo nos anfibios, ainda sdo poucos os trabalhos
cientificos que avaliam a extensado dos efeitos causados pelos parasitas sobre o
sucesso reprodutivo dos anfibios. Este estudo investigou, em trés espécies de
anfibios anuros (Leptodactylus chaquensis, Leptodactylus podicipinus e
Hypsiboas raniceps), se os individuos parasitados por helmintos sdo acometidos
por alteracbes em aspectos da reproducdo (massa dos ovarios, numero de
ovocitos maduros e média de didmetro dos ovocitos; massa dos testiculos e
volume dos testiculos; e esforco reprodutivo de fémeas e machos). A area de
estudo escolhida foi a RPPN Foz do Rio Aguapei que abrange o municipio de
Castilho - SP, uma é&rea de Conservacdo Ambiental com representatividade
ecologica e regional conhecida como “pantaninho paulista”. Durante o periodo das
chuvas, 115 animais foram coletados (L. podicipinus, com 35 fémeas e 30
machos; L. chaquensis, com 10 fémeas e 10 machos; e H. raniceps, com trés
fémeas e 27 machos). Nas andlises de regressao, as trés espécies selecionadas
nao apresentaram relacao significativa entre a intensidade de infeccdo e a massa
das gbnadas dos anuros, numero de ovocitos maduros, didmetro médio dos
ovacitos, volume do testiculo e o esfor¢co reprodutivo em nenhuma das trés
espécies de anuros hospedeiros. Deste modo, este estudo sugere as espécies
estudadas podem apresentar respostas imunolégicas e/ou adaptacdes fisioldgicas

mediante infec¢do parasitaria.
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Abstract

Although there is a discussion about parasite-host interaction and evolution
of the reproductive mode in amphibians, there are few the scientific studies that
evaluate the extent of the effects caused by the parasites on the reproductive
success of amphibians. This study investigated, in three species of anuran
amphibians (Leptodactylus chaquensis, Leptodactylus podicipinus, and Hypsiboas
raniceps), whether individuals infected with helminths are affected by changes in
aspects of reproduction (ovarian mass, number of mature oocytes and mean
oocyte diameter, testicles mass and testicles volume, and reproductive effort of
females and males). The study area chosen was the RPPN Foz do Rio Aguapei,
covering the municipalityie of Castilho — SP, — an environmental conservation area
with ecological and regional representation known as “pantaninho paulista”. During
the raining season, 115 animals were collected (L. podicipinus with 35 females
and 30 males; L. chaquensis with 10 females and 10 male, and H. raniceps, 3
females and 27 males). In the regression analyzes, the three species selected did
not present a significant relation between the intensity of infection and the mass of
the gonads of the anurans, number of mature oocytes, mean oocyte diameter,
testis volume and reproductive effort in none of the three species of host anurans.
Thus, this study suggests that the species studied may present immunological

responses and / or physiological adaptations through parasitic infection.

24



Introducao

Embora a definicho de parasitismo venha sendo aplicada
indiscriminadamente a uma variedade de interacdes interespecificas, Poulin
(2007) assume que “o parasita € um organismo que vive em outro organismo, o
hospedeiro, alimentando-se deste, apresentando algum grau de adaptacao
estrutural para isso e causando ao seu hospedeiro algum dano”. O papel dos
parasitas na mortalidade e declinio dos anfibios tem sido discutido por alguns
autores (Todd, 2007), o que faz das infec¢Bes parasitarias um fator consideravel
na biologia da conservacao (Morand & Guégan, 2008; Muniz-Pereira et al., 2009).
Tinkle e Tilley (1970) citam que um ser vivo pode ter sua histéria de vida ajustada
por um conjunto de atributos relacionados que podem afetar a sobrevivéncia de

um individuo, assim como seu potencial reprodutivo.

As infeccOes por parasitas sdo frequentemente associadas com alteracdes
em crescimento, sobrevivéncia (Boonstra et al., 1980) e sucesso reprodutivo dos
hospedeiros (Forbes,1993). Em teoria, Forbes (1993) cita que um hospedeiro
pode responder de forma adaptativa ao ataque de alguns parasitas o0 que pode
levar a um decréscimo ou a um aumento no investimento reprodutivo. Estas
respostas podem ser ocasionadas com ou sem a inducdo de defesas

comportamentais, morfologicas ou fisiolégicas do hospedeiro (Forbes, 1993).

A importancia dos parasitas esta relacionada ao impacto que eles podem
causar na ecologia de seus hospedeiros (Chandra & Gupta, 2007). Estudos
sugerem que eles sdo capazes de regular o tamanho das populagcbes de

hospedeiros (Puttker et al., 2008; Morand & Guégan, 2008), crescimento dos
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hospedeiros (Kelehear et al., 2011) bem como a biodiversidade da comunidade
local podendo até mesmo ser responsavel pela extingdo de algumas espécies de

hospedeiros (Lindenfors et al., 2007).

Mudancas comportamentais e alteracfes fisiologicas sao fatores
importantes que modulam o ciclo reprodutivo em relacdo as condicbes
ambientais, sendo importantes na manutencdo dos anfibios no ambiente
(Duellman & Trueb, 1994; Wells, 2007). Todo o controle do ciclo reprodutivo
requer que 0s organismos sejam capazes de detectar mudancgas ocorridas no
meio e ajustar a sua fisiologia através do sistema enddcrino, podendo alterar
processos e estratégias para obtencdo de energia (Callard et al.,, 1978; Wells,

2007).

Minchella (1985), estudando uma espécie de caramujo da familia
Planorbidae, hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni, sugeriu que ha
trés interpretacbes alternativas para o investimento reprodutivo reduzido. A
primeira possibilidade, trata-se de uma estratégia do parasita, o qual inibe a
funcdo reprodutiva do hospedeiro por desregulacdo enddécrina, para conservar a
energia do mesmo e aumentar a producdo de larva do parasita. A segunda
possibilidade se da o parasita rouba das reservas energéticas do hospedeiro,
prejudicando o investimento reprodutivo do mesmo. A terceira possibilidade,
pode-se tratar de uma estratégia do hospedeiro que para compensar a infeccao

por parasitas reduz o investimento reprodutivo.

Os nematoides, por exemplo, se alimentam dos nutrientes do conteudo
intestinal ou dos tecidos de seus hospedeiros (Quinnell et al., 1990), podendo

induzir respostas imunoldgicas custosas (Lochmiller & Deerenberg, 2000) e
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causando déficits nos estoques energéticos dos seus hospedeiros.
Consequentemente, individuos parasitados podem ter menos energia para gastar
em reproducdo (Bollache et al., 2001), fisiologia (Hernandez-Bello et al., 2010),
comportamento (De Jong-Brink & Koene, 2005) e sobrevivéncia (Fuller &
Blaunstein, 1996), comprometendo o seu valor adaptativo (fithess, “W”)

(Schupbach & Baur, 2008).

Com relacédo a reproducao dos anfibios, os machos dispendem energia na
defesa, manutencao de territério e vocalizacdo enquanto que as fémeas alocam
boa parte dos seus recursos na producdo de ovos (Wells, 2007). Contudo,
poucos trabalhos tém relacionado o parasitismo, e seus efeitos, sobre a eficiéncia
reprodutiva dos anuros. Recentemente Madelaire et al. (2013) demonstraram que
para Hypsiboas prasinus (Hylidade) ha uma relacdo negativa entre intensidade
parasitaria e taxa de vocalizacdo. Todd (2007) discute a evolucéo das estratégias
reprodutivas alternativas em anfibios com base na relacdo parasito-hospedeiro,
argumentando que a diversidade de modos reprodutivos existentes para 0s

anfibios pode ter sido o efeito de estratégias para escapar dos parasitas.

Dentro de estudos de reproducéo, o esforco reprodutivo € uma razédo que
permite mensurar o custo da reproducdo (Stearns, 1992). O esforgo reprodutivo
pode ser obtido pelas propor¢des do peso de gbnadas em relagédo ao peso do
corpo ou o volume da desova em relagdo ao volume do corpo (Crump, 1974). E,
em se tratando de anfibios anuros, a relacédo entre caracteristicas reprodutivas e
tamanho do corpo da fémea, tais como massa e tamanho das gbénadas, numero
de ovos por desova ou diametro dos ovos, sdo importantes (Kokubum & Giaretta,

2005; Prado e Haddad, 2005) pelo fato de provavelmente em anuros, o tamanho
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corporal é o principal fator limitante do esforco reprodutivo (Duellman e Trueb,
1994). Estudos ja realizados mostraram, por exemplo, que a variacao
intraespecifica no esfor¢co reprodutivo é geralmente explicada pelas condicbes
ambientais e caracteristicas das fémeas (Luddecke, 2002; Reading & Jofre,
2003). Entretanto, esses estudos ndo consideram os parasitas associados como

fator relacionado as variacfes no esforco reprodutivo.

Contudo, apesar da discussao sobre a interacdo parasito-hospedeiro e a
evolucdo do modo reprodutivo nos anfibios, ainda ha uma caréncia de estudos
que avalia qual € a extensdo dos efeitos causados pelos parasitas sobre o
sucesso reprodutivo dos anfibios. Este estudo propbs investigar, em trés
espécies de anuros, se individuos parasitados por helmintos podem sofrer

alteracdes em alguns dos aspectos da reproducéo.

HipoOtese
HO: Os helmintos parasitas néo influenciam nos aspectos reprodutivos dos
anfibios anuros.

H1: Os helmintos parasitas influenciam nos aspectos reprodutivos dos

anfibios anuros.

Objetivos

Este estudo teve como objetivo principal avaliar se nas trés espécies

estudadas a intensidade de infeccao afeta nos seguintes aspectos reprodutivos:
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1) Massa dos ovarios, numero de ovoécitos e meédia de diametro dos

OVOcCitos;
2) Massa dos testiculos e volume dos testiculos;

3) Esforco reprodutivo em ambos os sexos.

Material e métodos

1. Areade estudo

Os anfibios foram coletados na RPPN Foz do Rio Aguapei (Figura 1). Area
localizada na provincia do Planalto Ocidental, Bacia do Paran& nas areas da sub
bacia Bauru, a RPPN, de relevo pouco ondulado com por¢cdes de rochas
areniticas, predominando colinas amplas e baixas com topos aplanados (Sallun &
Suguio, 2006). A RPPN, abrange os municipios de Castilho - SP, Sao Joado do
Pau d"Alho - SP e Paulicéia — SP, banhada pelo rio Aguapei (afluente do rio
Parand). Situa-se no Oeste do Estado de Sao Paulo, inserida em limites de Mata
Atlantica em area de Conservacdo Ambiental com representatividade ecoldgica e
regional conhecida como “pantaninho paulista” (Figura 2). A vegetacdo desta
localidade é composta por fragmentos de Floresta Estacional e possui
significantes formacées de Cerrado (Figura 3). E uma zona de transic&o climatica,
caracterizado por massas de ar tropicais (Boin, 2000). Neste local ocorrem
grandes quantidades de precipitacbes devido a influéncia da massa Polar
Atlantica e pelas massas tropicais setentrionais oriundas da Amazonia,

provocando as instabilidades climaticas que dado origem as chuvas intensas de
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curta duracéo. O clima tropical é caracterizado pelo verdo chuvoso e inverno seco

(Comités das Bacias Hidrograficas dos Rios Aguapei e Peixe — CBH-AP, 2000).
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Fonte:
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Figura 1 — Mapa com a localizacdo da RPPN Foz do rio Aguapei. Fonte: Taina Medeiros Suizu, In: Dias & Benini, 2014.
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Figura 2 — Vista de uma das lagoas da RPPN Foz do rio Aguapei. Créditos:

Reinaldo José da Silva.

Figura 3 — Vista da vegetacdao - fragmentos de Floresta Estacional e formacdes de

Cerrado da RPPN Foz do rio Aguapei. Créditos: Reinaldo José da Silva.
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2. Espécies de anuros

Trés espécies de anuros foram selecionadas por sua facilidade de captura
e elevada abundancia em coletas e pesquisas preliminares. Duas espécies
pertencem a familia Leptodactylidae, Leptodactylus chaquensis (Figura 4) e

Leptodactylus podicipinus (Figura 5), e a terceira da familia Hylidae, Hypsiboas

raniceps (Figura 6).

Figura 5 — Leptodactylus podicipinus. Créditos: Drausio Honério Morais.

33



Figura 6 — Hypsiboas raniceps. Créditos: Drausio Honério Morais.

Segundo Uetanabaro et al. (2008), L. chaquensis pode ser encontrado
desde o Centro-Oeste do Brasil até o Norte da Argentina, Leste da Bolivia,
Paraguai e Norte do Uruguai. S&o terrestres e principalmente noturnos. Os
machos vocalizam principalmente nas margens de corpos d’agua permanentes ou
temporarios. As fémeas depositam, em média, 4.900 ovos em ninhos de espumas
nas margens de lagoas tempordrias, pocas de chuva ou areas inundadas

(Uetanabaro et al., 2008).

Para Leptodactylus podicipinus, Uetanabaro et al. (2008), citam que a
espécie apresenta ampla distribuicdo no Brasil, Paraguai, Uruguai, Argentina e
Bolivia. Sao terrestres e noturnos, encontrados nas bordas das lagoas
temporarias e permanentes. Os machos constroem pequenas depressdes
contendo agua de onde normalmente vocalizam e as fémeas depositam em
média 2.000 ovos em ninhos de espumas depositados nessas depressdes e

cuidam dos ovos e dos girinos (Uetanabaro et al., 2008).
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O hilideo Hypsiboas raniceps apresenta ampla distribuicdo pela América do
Sul, séo arboricolas e noturnos. Os machos sédo observados vocalizando nas
margens de pocas semipermanentes e permanentes ou em areas alagadas,
sobre arbustos. As fémeas depositam em média 2.000 ovos envoltos em massa

gelatinosa na 4gua (Uetanabaro et al., 2008).

3. Coletade anuros

As amostragens foram realizadas em dois periodos chuvosos, 24/01 a
03/02 de 2013 e 05/01 a 15/01 de 2014. Utilizamos como métodos de captura a
Procura Visual Limitada por Tempo (PVLT) (Figura 7), Armadilhas de

Interceptacéo e Queda (AIQ) (Figura 8) e Encontros Ocasionais (EO).

Figura 7 — Procura Visual Limitada por Tempo (PVLT). Créditos: Juliana Lehn

Linardi.
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Figura 8 — Armadilhas de Interceptacédo e Queda (AIQ). Créditos: Hellen Brunhani.

Os animais capturados foram acondicionados separadamente em sacos
plasticos e identificados até o nivel de epiteto especifico. Posteriormente, foram
eutanasiados com solucdo de tiopental sédico, metodologia autorizada pela

Comisséo de Etica de uso de Animais (348 CEUA) e SISBIO (SISBIO 31716-2).

Foram medidos o comprimento-rostro-cloacal (CRC), utilizando-se um
paquimetro (precisdo de 0,01 mm) e a massa corporal, obtida com o uso de

balancas Pesola®, para cada individuo coletado.

Os anuros coletados foram fixados em solugdo de formol 10% e,
posteriormente, preservados em alcool 70% para analise taxondmica, apds
necropsias. Todos os individuos coletados foram destinados as colecbes
herpetoldgicas da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) e Museu
de Zoologia da Universidade Estadual de Campinas “Adédo José Cardoso”. O
namero do tombo dos espécimes utilizados neste estudo estéo citados no Anexo
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4. Coleta das gbnadas

As gbnadas (consideradas em estagio maduro) dos machos e fémeas
foram retiradas durante as necropsias, guardadas em frascos individuais e fixadas
em formalina 10%. Os procedimentos que serdo mencionados a seguir, foram
realizados no Laboratério de Ecologia do Parasitismo, do Departamento de
Biologia e Zootecnia, da Unesp — llha Solteira. A formalina dos frascos foi
substituida por alcool 70%. As massas das gbnadas de cada individuo foram
registradas com o auxilio de balanca precisao (0,001g). Antes de cada pesagem

de gbnadas, o excesso de liquido foi retirado com auxilio de papéis absorventes.

Fizeram parte da amostragem apenas individuos considerados adultos.
Nos machos foram considerados caracteres sexuais secundarios como a
presenca de sacos vocais desenvolvidos e/ou calos nupciais (Liu, 1935;
Duellmann & Trueb, 1986; Ko et al., 1998; Mesquita et al., 2004). Nas fémeas, a
presenca de ovocitos pos vitelogénicos que determinou o estagio maduro
(Valdéz-Toledo e Pisand, 1980; Hermosilla et al., 1986; Basso, 1988; Perotti,

1997; Mesquita et al., 2004).

O numero total de ovicitos maduros foi contado, mediu-se o diametro dos
10 maiores ovécitos de cada fémea analisada (diametro médio de ovdcitos, de
acordo com Prado et al., 2000; Prado & Haddad, 2005). Para medir os diametros
dos ovécitos maduros, foram utilizadas fotomicrografias obtidas em sistema
computadorizado para analise de imagens o LAS (Leica Application Suite). O
namero de ovocitos maduros foi feito por contagem manual com auxilio de um

contador.
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O esforco reprodutivo foi obtido através da razdo entre massa das génadas
e massa do corpo. Machos e fémeas tiveram a massa das gbnadas esquerda e
direita somadas a fim de se obter a massa total das génadas (Prado et al., 2000;

Prado e Haddad, 2005).

5. Coletados helmintos

Cada espécime de anuro foi necropsiado e os helmintos parasitas foram
pesquisados em todos os 6rgaos internos (esdfago, estbmago, intestino delgado,
intestino grosso, figado, vesicula biliar, rim, coracdo e pulmdes) e apods a retirada
dos oOrgaos, a cavidade celomética e a musculatura dos membros posteriores
também foram examinados. Os helmintos encontrados foram fixados em solucéo
de alcool 70%, seguindo a metodologia adequada a cada tdxon (Amato et al.,
1991). Para identificacdo, os nematoides foram clarificados com lactofenol de
Aman (Andrade 2000) e os trematédeos e acantocéfalos foram corados pela
técnica do carmim cloridrico (Amato et al.,, 1991). Os helmintos foram
identificados, por espécie, através de dados morfométricos e fotomicrografias
obtidas em sistema computadorizado para analise de imagens QWin Lite 3.1,

adaptado em microscépio DMLB (Leica).

As anadlises morfoldgicas e morfométricas foram realizadas no Laboratorio
de Parasitologia de Animais Silvestres, do Departamento de Parasitologia do
Instituto de Biociéncias, Unesp-Botucatu. Os helmintos foram depositados na
Colecdo Helmintolégica do Departamento de Parasitologia do Instituto de

Biociéncias (CHIBB) UNESP, campus de Botucatu.
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6. Analise de dados

A estatistica descritiva realizada ao longo deste trabalho incluiu a média +
DP (desvio padrédo) ou EP (erro padréo) e amplitude (min. — max.). Para dados
paramétricos de distribuicdo normal, o desvio padréo foi usado e o erro padréo foi
utilizado para dados ndo paramétricos que nao tem distribuicdo normal. Para as
andlises estatisticas foram utilizados os programas BioEstat 5.3 (Ayres et al..,
2007) e Statistica 7.1. (Statsoft, 2005). Antes de realizar qualquer analise, os
dados foram avaliados quanto a sua normalidade (Shapiro — Wilk). Para as
variaveis que apresentaram normalidade, foi utilizado o Teste T de Student (nivel
de significancia a foi de 0,05) e para os dados nos quais ndo apresentaram
normalidade o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (Teste U; nivel de

significancia a foi de 0,05) foi utilizado.

Foi utilizado a Regressao Linear Simples (Zar, 1999) para avaliar se
infeccdo parasitaria influenciou nos parédmetros reprodutivos como: massa dos
ovarios, numero de ovoécito maduros e meédia do didmetro dos ovdécitos; massa
dos testiculos e volume do maior testiculo; e esforco reprodutivo de ambos os
sexos. Antes das analises, as variaveis foram logaritimizadas para cumprir
premissas estatisticas e permitir interpretacées biolégicas e comparacdes entre

as espécies analisadas (Zar, 1999).
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Resultados

1. Anuros

Foram capturados 115 anuros entre janeiro de 2013 e janeiro de 2014,
deste total, 67 eram machos adultos e 48 fémeas adultas. Separando este
namero amostral por espécie, obtivemos a seguinte amostragem: L. podicipinus,
com 35 fémeas e 30 machos; L. chaquensis, com 10 fémeas e 10 machos; e H.

raniceps, com trés fémeas e 27 machos.

Fémeas de L. chaquensis apresentaram tamanho médio e peso corporal
médio similares, sem significancia estatistica (U = 47; P = 0,82 e t = -0,66; P=
0,52, respectivamente). Na Tabela 1 foram apresentados os valores da média, o

desvio padréo e a amplitude de tamanhos e peso corporal.

As fémeas de L. podicipinus, apresentaram tamanho médio e peso corporal
médio significativamente maior que machos (t = 6,87; P < 0,0001 et =9,47; P <
0,0001, respectivamente). Na Tabela 2 foram apresentados os valores da média,

o0 desvio padréo e a amplitude de tamanhos e peso corporal.

As fémeas de H. raniceps tambem apresentaram tamanho médio e peso
corporal médio similares (U = 16; P = 0,09 e t = 3,86; P = 0,33, respectivamente).
Na Tabela 3 foram apresentados os valores da média, o desvio padrdo e a

amplitude de tamanhos e peso corporal.
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2. Aspectos reprodutivos

Nas trés espécies, todas as fémeas analisadas, apresentaram apenas
ovocitos poés vitelogénicos (maduros) durante a contagem manual. O tamanho da
amostra, a média, o desvio padrdo e a amplitude da massa dos ovarios, da média
do numero total de ovocitos maduros, da meédia do didmetro dos ovocitos
maduros, da massa dos testiculos, do volume dos testiculos e do esforco
reprodutivo estédo representados nas Tabelas 1 (para L. chaquensis), 2 (para L.

podicipinus) e 3 (para H. raniceps).
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Tabela 1 - Tamanho da amostra, média, desvio padrdo (DP) e amplitude de tamanho, do peso corporal, da massa dos ovarios
em gramas, da média do numero total de ovocitos maduros, da média do diametro dos ovocitos maduros, da massa dos

testiculos, do volume dos testiculos e do esforgo reprodutivo em Leptodactylus chaquensis.

Fémeas Machos

ne 10 10
Tamanho (mm) 75,7 +1,5 (38,0 — 89,0) 77,7 £ 15,4 (53,0 — 102,0)
Peso corporal (g) 49,4 + 26,0 (10,4 —92,0) 43,0+ 15,7 (5,5 -62,0)
Massa dos ovéarios (g) 8,6 £4,8(0,3-14,4) X

- o -
Média do n° total de ovocitos 5.705 + 2.219 (1.522 — 8.485) X
maduros
Média do Diametro dos ovocitos 1,3+0,3 (0,5 1,5) X
(mm)
Massa dos testiculos () X 1,9+1,2(0,2-3,8)
Volume do testiculo (mm?) X 1.516,2 £ 1.006,8 (2,8 — 3.182,3)
Esforco reprodutivo 23,6 £11,8 (6,2 — 39,9) 3,8+2,0(1,8-38,3)
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Tabela 2 - Tamanho da amostra, média, desvio padrdo (DP) e amplitude de tamanho, do peso corporal, da massa dos ovarios

em gramas, da média do numero total de ovocitos maduros, da média do diametro dos ovocitos maduros, da massa dos

testiculos, do volume dos testiculos e do esforgo reprodutivo em Leptodactylus podicipinus.

Fémeas

Machos

no
Tamanho (mm)

Peso corporal (g)
Massa dos ovarios (9)

Média do n° total de ovécitos

Média do Diametro dos ovécitos
(mm)

Massa dos testiculos ()
Volume do testiculo (mm?)

Esforco reprodutivo

35
40,3 + 4,2 (33,0 — 49,0)
6,6 +1,5 (4,0 — 1,0)
1,1+0,5 (0,1 -2,1)
2.358 + 543 (773 — 3.324)
0,8+0,2(0,5-1,0)

X
X

19,0 + 8,3 (2,1 - 33,7)

30
33,5+ 3,7 (26,0 — 42,0)
3,8+1,0(1,6-6,4)

X
X
X
0,04 + 0,02 (0,01 — 0,08)
21,5+ 10,1 (6,4 — 52,7)

1,0 £0,3 (0,4 - 1,5)
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Tabela 3 - Tamanho da amostra, média, desvio padrdo (DP) e amplitude de tamanho, do peso corporal, da massa dos ovarios

em gramas, meédia do numero total de ovocitos maduros, média do diametro dos ovocitos maduros, da massa dos testiculos, do

volume dos testiculos e do esforgo reprodutivo em Hypsiboas raniceps.

Fémeas Machos
ne 3 27
Tamanho (mm) (65,0 — 84,3) 67,0 £ 7,2 (61,0 — 99,0)
Peso corporal (g) (12,0 - 42,0) 14,4 +£2,7 (9,0 —18,5)
Massa dos ovéarios (g) (0,5-19,8) X
Média do n° total de ovécitos (1234 -5409) X
I(\/Imér(:]i)a do Diametro dos ovocitos (0.8—1,4) X
Massa dos testiculos () X 0,01 £ 0,005 (0,01 - 0,02)
Volume do testiculo (mm?) X 7,9+238(50-15,2)
Esforco reprodutivo (4,3-33,2) 0,1+ 0,04 (0,05-10,2)
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3. Helmintofauna encontrada

A prevaléncia geral em L. chaquensis foi de 90% (18/20), em L. podicipinus

foi de 90,8% (59/65) e H. raniceps foi de 76,7% (23/30).

Foram coletados no total 2.931 helmintos nas trés espécies de anuros.
Desse total, 1.500 helmintos foram coletados em L. chaquensis (Tabela 4), 734
helmintos em L. podicipinus (Tabela 5) e 697 helmintos em H. raniceps (Tabela

6).

A intensidade média de infeccdo em L. chaquensis foi de 83,33 + 38,42
(erro padrdo), com amplitude de 1 a 514 helmintos. Em L. podicipinus, a
intensidade média de infeccéo foi de 12,44 + 1,75 (erro padrdo), com amplitude
de 1 a 65 helmintos. Para H. raniceps, a intensidade média de infecc¢ao foi de 30,3

+ 15,02 (erro padréo), com amplitude de 1 a 342 helmintos.

Em todas as trés espécies foram observados 17 taxons de helmintos: 7 de

nematoides, 9 de trematddeos digenéticos e um de acantocéfalo (Tabela 7).
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Tabela 4 — Comunidade componente de helmintos associado a Leptodactylus chaquensis coletados na RPPN Foz do Rio

Aguapei. Intensidade Média de Infeccéo (IMI erro-padréo), amplitude (min-max).

Taxon N IMI £ EP (min - max)
Nematoda
Aplectana membranosa 1.416 177 + 75,74 (10 - 514)
Brevimulticaecum sp. 19 2,71+£0,92(1-8)
Cosmocercidae 49 7+294 (2 -24)
Rhabdias sp. 1
Trematoda
Catadiscus marinholutzi 1
Catadiscus propinquus 1
Catadiscus sp. 2
Lophosicyadiplostomum sp. 2
Rauschiella palmipedis 8 1,33£0,21(1-2)
Acanthocephala
Centrorhynchidae 1
TOTAL 1.500 83,33 £ 38,42 (1 - 514)
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Tabela 5 — Comunidade componente associada a Leptodactylus podicipinus (n = 65). Espécies de helmintos, numero de

helmintos encontrados e IMI (intensidade média de infeccéo), com EP (erro-padrdo) e amplitude (min-max).

Espécies de helmintos

n° de Helmintos encontrados

IMI £ EP (min - max)

Nematoda
Aplectana membranosa
Brevimulticaecum sp.
Cosmocerca podicipinus
Cosmocercidae
Rhabdias sp.
Trematoda
Catadiscus marinholitzi
Catadiscus propinquus
Catadiscus sp.

Heterodiplostomum sp.

Lophosicyadiplostomum sp.

Rauschiella sp.
Acanthocephala
Centrorhynchidae

293
4
134
169
11

15
53
34
10
5

29,3 + 6,05 (1 - 59)
2,00+ 1,00 (1 - 3)
5,58 + 0,57 (1 - 13)
5,45 + 0,65 (1 -16)
1,57+ 0,2 (1 - 2)

2,14 +0,34 (1 - 4)
53+1,2(1-10)
2,62 +0,53 (1 - 8)
25+0,5(2-4)
5,0+ 0,0

1,67 0,33 (1 - 2)

TOTAL

734

12,44 + 1,75 (1 - 65)




Tabela 6 — Comunidade componente associada a Hypsiboas raniceps (n = 30). Espécies de helmintos, nimero de helmintos

encontrados e IMI (intensidade média de infec¢ao), com EP (erro-padrdo) e amplitude (min-max).

Espécies de helmintos n° de Helmintos encontrados IMI £ EP (min - max)
Nematoda
Aplectana membranosa 1
Brevimulticaecum sp. 16 320+1,11(1-7)
Cosmocercidae 1
Physaloptera sp. 7 7,00+0,0
Ochoterenela sp. 6 2,00+£1,00(1-4)
Rhabdias sp. 2
Trematoda
Catadiscus propinquus 3 3,00+0,0
Catadiscus sp. 1
Choledocystus vitellinophilum 5 1,25+0,25(1-2)
Gorgoderina diaster 37 4,63+1,00(1-9)
Lophosicyadiplostomum sp. 616 68,44 + 35,68 (1 - 342)
Acanthocephala
Centrorhynchidae 2
TOTAL 697 30,3 +£ 15,02 (1 - 342)
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Tabela 7 — Espécies de helmintos encontrados por Espécie de hospedeiro.

Espécies de helmintos Leptodact(illlliszcc:)t)]aquensis Leptodact(;;llu:s(a%?dicipinus Hypsitzga:s?)rg)niceps

Acanthocephala

Centrorhynchidae X X X
Nematoda

Aplectana membranosa X X X

Brevimulticaecum sp. X X X

Cosmocerca podicipinus X X

Cosmocercidae X X X

Ochoterenela sp. X

Physaloptera sp. (larva) X X

Rhabdias sp. X X X
Trematoda

Catadiscus marinholutzi X X

Catadiscus propinquus X X X

Catadiscus sp. X X X

Choledocystus vitellinophilum X

Gorgoderina diaster X

Heterodiplostomum sp. X

Lophosicyadiplostomum sp. X X X

Rauschiella palmipedis X

Rauschiella sp. X




4. Relacéo entre intensidade de infeccdo e aspectos reprodutivos

Foram realizadas andlises de regressdo para fémeas e machos de L.
chaquensis e L. podicipinus. Para a espécies de H. raniceps, apenas os dados
amostrais dos machos foram utilizados. Este fato aconteceu devido a amostragem

das fémeas, em H. raniceps ser insuficiente (n = 3).

N&o houve relacdo significativa entre a intensidade de infecgéo e a massa

das gbnadas dos anuros hospedeiros (Figura 9, 10, 11, 12 e 13).

N&do houve relacdo significativa entre a intensidade de infeccdo e as
seguintes variaveis: numero de ovécitos maduros (Figura 14 e 15) e diametro

meédio dos ovdcitos (Figura 16 e 17).

N&o houve relacao significativa entre a intensidade de infec¢do e o volume

do testiculo em nenhuma das trés espécies de hospedeiros (Figura 18, 19 e 20).

N&o houve relagéo significativa entre a intensidade de infeccéo e o esforgo
reprodutivo em nenhuma das trés espécies de anuros hospedeiros (Figura 21, 22,

23, 24 e 25).
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Figura 9 — Regresséo linear entre a intensidade de infec¢do e a massa dos ovarios de
Leptodactylus chaquensis, coletados na RPPN Foz do Rio Aguapei, Castilho, SP (R? =

0,001 e p > 0,05).
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Figura 10 — Regressao linear entre a intensidade de infec¢do e a massa dos testiculos de
Leptodactylus chaquensis, coletados na RPPN Foz do Rio Aguapei, Castilho, SP (R® =

0,27 e p > 0,05).
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Figura 11 — Regressao linear entre a intensidade de infeccdo e massa dos ovarios de
Leptodactylus podicipinus, coletados na RPPN Foz do Rio Aguapei, Castilho, SP (R? =

0,02 e p > 0,05).
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Figura 12 — Regressao linear entre a intensidade de infec¢gdo e a massa dos testiculos de
Leptodactylus podicipinus, coletados na RPPN Foz do Rio Aguapei, Castilho, SP (R® =

0,003 e p > 0,05).
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Figura 13 — Regressao linear entre a intensidade de infec¢@o e a massa dos testiculos de
Hypsiboas raniceps, coletados na RPPN Foz do Rio Aguapei, Castilho, SP (R? = 0,006 e

p > 0,05).
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Figura 14 — Regresséao linear entre a intensidade de infecgcdo e 0o nimero de ovécitos
maduros das fémeas de Leptodactylus chaquensis, coletados nha RPPN Foz do Rio

Aguapei, Castilho, SP (R*=0,11 e p > 0,05).
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Figura 15 — Regresséao linear entre a intensidade de infecgcdo e o numero de ovocitos
maduros das fémeas de Leptodactylus podicipinus, coletados na RPPN Foz do Rio

Aguapei, Castilho, SP (R*= 0,04 e p > 0,05).

R? = 0.0005
y = 0,10 - 0.004%x
p=095
E o=
£
v
=]
=
_‘H
:
0 a o
] (="
S =
g oo
-
@
£
g
b7 o
£
]
=
E’“ 0.5
-1 0 1 2 3 4

Log Intensidade de Infeccdo

Figura 16 — Regresséo linear entre a intensidade de infeccdo e o didmetro médio dos
ovocitos maduros das fémeas de Leptodactylus chaquensis, coletados na RPPN Foz do

Rio Aguapei, Castilho, SP (R2 =0,0005 e p > 0,05).
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Figura 17 — Regresséo linear entre a intensidade de infeccdo e o didmetro médio dos
ovocitos maduros das fémeas de Leptodactylus podicipinus, coletados na RPPN Foz do

Rio Aguapei, Castilho, SP (R>=0,03 e p > 0,05).
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Figura 18 — Regresséo linear entre a intensidade de infec¢do e volume dos testiculos de
Leptodactylus chaquensis, coletados na RPPN Foz do Rio Aguapei, Castilho, SP (R® =

0,34 e p > 0,05).
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Figura 19 — Regresséo linear entre a intensidade de infec¢céo e volume dos testiculos de
Leptodactylus podicipinus, coletados na RPPN Foz do Rio Aguapei, Castilho, SP (R? =

0,02 e p > 0,05).
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Figura 20 — Regresséo linear entre a intensidade de infeccéo e volume dos testiculos de
Hypsiboas raniceps, coletados na RPPN Foz do Rio Aguapei, Castilho, SP (R®=0,02 e p

> 0,05).
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Figura 21 — Regressdao linear entre a intensidade de infec¢do e esforgo reprodutivo das
fémeas de Leptodactylus chaquensis, coletados na RPPN Foz do Rio Aguapei, Castilho,

SP (R?=0,34 e p > 0,05).
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Figura 22 — Regresséao linear entre a intensidade de infeccdo e esfor¢o reprodutivo dos
machos de Leptodactylus chaquensis, coletados na RPPN Foz do Rio Aguapei, Castilho,

SP (R?*=0,07 e p > 0,05).
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Figura 23 — Regressdao linear entre a intensidade de infec¢do e esforgo reprodutivo das
fémeas de Leptodactylus podicipinus, coletados na RPPN Foz do Rio Aguapei, Castilho,

SP (R?=0,10 e p > 0,05).
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Figura 24 — Regresséao linear entre a intensidade de infec¢édo e esforco reprodutivo dos
machos de Leptodactylus podicipinus, coletados na RPPN Foz do Rio Aguapei, Castilho,

SP (R?=0,0003 e p > 0,05).
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Figura 25 — Regressdo linear entre a intensidade de infec¢cdo e esforgo
reprodutivo dos machos de Hypsiboas. raniceps, coletados na RPPN Foz do Rio

Aguapei, Castilho, SP (R?> = 0,006 e p > 0,05).

Discussao

1. Anuros

Em relacdo aos resultados obtidos sobre o dimorfismo sexual, as fémeas
de L. chaquensis ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas quanto
ao tamanho médio e peso corporal em relacdo aos machos. Porém, as fémeas de
L. podicipinus apresentaram tamanho e peso corporal maior os machos. Os
resultados corroboraram com os dados de Prado et al. (2000). Em H. raniceps,
nao houve diferencas significativas no tamanho e peso corporal entre machos e
fémeas. Trivers (1972) sugere que as fémeas geralmente atingem tamanhos de

corpo maiores do que os machos. Esta diferenca ocorre devido a fecundidade
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feminina aumentar com o aumento do tamanho do corpo mais rapidamente do
que o sucesso reprodutivo masculino (Trivers, 1972). A alta taxa de mortalidade
nos machos, por comportamentos reprodutivos, como, canto, defesa e combate,
além de gerarem gastos energéticos, 0os deixam mais suscetiveis, o que poderia
colaborar para que estes individuos ndo cheguem ao seu tamanho maximo
(Woolbright, 1983). Contudo, o que pode justificar a ocorréncia do dimorfismo
sexual em uma determinada espécie serd a combinacdo da idade de maturacéo
sexual e a taxa de crescimento ap0s a maturacdo sexual (Halliday & Tejedo,

1995).

2. Aspectos reprodutivos

A média do namero médio de ovoécitos maduros, em L. chaquensis (n =
5.705 + 2.219) e L. podicipinus (n = 2.358 + 543), foi maior, quando se compara
com os resultados de Prado et al. (2000) (n = 4.936 + 1.720 e n = 2.034 + 493,
respectivamente), Prado e Haddad (2005) (n = 4.936 + 1.720 e n = 2.102 + 442,
respectivamente) e Schaefer et al. (2006) (n = 4.401.2 + 2.231.1, apenas para L.
chaquensis). E para H. raniceps (1.234 — 5.409), apresentou a amplitude do
namero de ovocitos maduros maior que o resultado de Prado e Haddad (2005)
(1.220 — 3.096). Lemckert & Shine (1993) reportam que o tamanho, as condi¢bes
ambientais, e a disponibilidade de alimentos podem ser fatores que influenciam
na fecundidade das fémeas.

O esforco reprodutivo, das fémeas nas trés espécies foram maiores que o
dos machos, corroborando com os resultados de Crump e Kaplan (1979) que
observaram que as fémeas tendem a gastar mais em energia para reproducao,

independentemente do tamanho do corpo e modo de reproducédo. Este resultado
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também corrobora com Wells (2007) que nos elucida que os machos vao gastar
mais energia na defesa, manutencao de territério e vocalizacdo enquanto que as

fémeas alocam boa parte dos seus recursos na producéo de ovos.

3. Helmintofauna encontrada

As trés espécies de hospedeiros estudadas apresentaram espécies de
nematoides. Porém, as 2 espécies de leptodactilideos (L. chaquensis e L.
podicipinus) apresentaram intensidade meédia de infeccdo maiores destes
parasitas. J& em H. raniceps, a intensidade média de infeccdo destes nematoides
foi baixa. Estes achados podem ser explicados pela premissa de que anuros com
habito terrestre tendem a apresentar maior nimero de nematoides (Goldberg &
Bursey, 1991; Galicia-Guerrero et al., 2000; lannacone, 2003; Pinh&o et al., 2009;
Santos & Amato, 2010; Santos et al., 2013; Toledo et al., 2013). Para Aho (1990),
a diversidade de hospedeiros, trata-se de uma estratégia de vida generalista da
maioria dos anfibios e répteis que exploram varios tipos de ambientes, o que pode
gerar a ocorréncia de diversas espécies de hospedeiros. Segundo Anderson
(2000), a presenca de espécies de ciclo de vida direto (neste caso, 0s nematoides
da familia Cosmocercidae), na qual a infeccdo ocorre principalmente por
penetracdo ativa na pele, sugere que isto ocorre devido o habito terrestre destes

anuros.

4. Relacéo entre intensidade de infeccdo e aspectos reprodutivos

Nas analises de regressdo, as trés espécies selecionadas nao
apresentaram relagéo significativa entre a intensidade de infeccdo e a massa das

gbnadas dos anuros, numero de ovécitos maduros, diametro médio dos ovdcitos,

61



volume do testiculo e o esfor¢o reprodutivo em nenhuma das trés espécies de
anuros hospedeiros.

A reducédo de esforco reprodutivo, segundo Hurd (2001), trata-se de uma
estratégia utilizada por muitos hospedeiros parasitados, na qual induz a
questionar se a reducdo no esforco reprodutivo seria uma resposta geral do
sistema imunoldgico para todos os tipos de infec¢des. Hurd (2001) ainda explica
gue, mesmo que existam associa¢des nas quais a reducao do esfor¢o reprodutivo
dos hospedeiros, isto pode ser tratado como um efeito colateral de ndo adaptacao
em resposta a infeccao. Aléem do mais, Klein (2005), cita que alteracbes mediadas
pelos parasitas no comportamento de seus hospedeiros, podem depender do
ciclo de vida do parasita, a fim de ter sucesso reprodutivo e sobreviver. Parasitas
com ciclo de vida direto (como os cosmocercideos encontrados em nosso estudo)
podem influenciar no aumento da agressividade e contato fisico dos hospedeiros
(Hemachudha et al., 2002; Klein et al., 2004). Por outro lado, os parasitas com
ciclo de vida indireto (como os trematédeos) podem influenciar no aumento da
probabilidade dos hospedeiros serem predados (Kavaliers et al., 2000; Moore,
2002). Klein (2005) afirma que alteracdes por efeito do parasitismo podem néo ser
absolutas, podem ser relativas, podem envolver mudancas na alocagcdo de
recursos ou nao.

Madelaire (2012) sugeriu que a pressao dos endoparasitas, nas espécies
de Rhinella da caatinga, era constante ao longo do ano, pois as prevaléncias e
intensidades de infeccado néo se alteraram (entre os periodos de seca e chuva).
Deste modo, atentou para a possibilidade, no periodo de chuvas, destes animais
conseguirem manter alto esforco reprodutivo e imunitario pela disponibilidade de

recursos alimentares (Madelaire, 2012). Na estacdo seca, ainda continuam a
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obter alimentos, porém diminuem o gasto energético total (diminuem a taxa de
movimentacdo e a expressao de caracteres sexuais secundarios) (Madelaire,
2012). Esta reducdo no gasto energético permite que estes individuos possam
investir em um sistema imune de alto desempenho (Madelaire, 2012). Esta pode
ser uma explicacao plausivel da ndo relacdo entre a intensidade de infeccéo e as
variaveis analisadas neste estudo.

Em contrapartida, tem-se exemplos na literatura como, Goater & Ward
(1992) que descobriram que os nematoides de pulm&o, Rhabdias bufonis,
causaram anorexia e taxas de crescimento reduzidas em sapos juvenis de Bufo
bufo. Goater et al. (1993), que testaram efeitos do tamanho do corpo, também em
juvenis de B. bufo, por infeccéo de R. bufonis, no qual, observaram que houveram
fortes evidéncias para os efeitos indiretos da infeccdo parasitaria. Goater et al.
(1993), também sugerem que 0s mecanismos (imunidade do hospedeiro e
crescimento e sobrevivéncia do parasita) que restringem a quantidade e o
tamanho dos helmintos dentro dos hospedeiros, podem ser determinantes nos
efeitos diretos e diretos da infec¢éo parasitaria.

Sendo assim, as trés espécies de anuros estudadas, ndo apresentaram
evidéncias que possam ter alguma relacdo entre a intensidade parasitaria de
helmintos e caracteres morfologicos associados a reproducdo como, massa dos
ovarios e dos testiculos, nimero de ovécitos maduros, didmetro dos ovdcitos,
volume do testiculo e esforco reprodutivo. Uma possibilidade seria de que estes
animais teriam a disponibilidade de recursos energéticos no periodo do verao, o
gue torna possivel manter o desempenho tanto para a reproducédo quanto para o

alto desempenho imunitario (French et al., 2007).
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Conclusao

Este estudo, analisou possiveis relagdes entre a intensidade de infeccao
por helmintos e aspectos morfoldgicos reprodutivos em trés espécies neotropicais
de anfibios anuros. Dos resultados apresentados, ndo houve relacdo entre
intensidade de infeccdo e aspectos reprodutivos (massa dos ovarios, numero de
ovocitos das fémeas e média de didmetro dos ovocitos, massa dos testiculos e
volume dos testiculos e esfor¢co reprodutivo de ambos 0s sexos), 0 que sugere
que estas espécies estudadas apresentem respostas imunoldgicas e/ou

adaptacdes fisiologicas mediante infec¢do parasitaria.
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Anexo |

Tombos:

IAGU 218;
IAGU 219;
IAGU 222 a 226;
IAGU 228;
IAGU 229;
IAGU 233 a 235;
IAGU 237 a 239;
IAGU 241;
IAGU 247,
IAGU 274,
IAGU 276 a 278;
IAGU 281;
IAGU 284;
IAGU 286 a 288;
IAGU 290 a 292;
IAGU 297;
IAGU 300;
IAGU 302;
IAGU 303;
IAGU 307;
IAGU 310;
IAGU 317;
IAGU 319;
IAGU 334;
IAGU 344;
IAGU 347,
IAGU 354;
IAGU 355;
IAGU 377;
IAGU 411,

IAGU 414; IAGU 1181;

IAGU 417; IAGU 1183;

IAGU 426; IAGU 1187;

IAGU 429; IAGU 1211;

IAGU 499; IAGU 1216;

IAGU 500; IAGU 1262 a 1267;
IAGU 521; IAGU 1269 a 1271,
IAGU 525; IAGU 1293;

IAGU 547; IAGU 1316;

IAGU 549; IAGU 1327 a 1330;
IAGU 557; IAGU 1333;

IAGU 572; IAGU 1334;

IAGU 585; IAGU 1346.

IAGU 598;

IAGU 669 a 671,

IAGU 676;

IAGU 678;

IAGU 1070 a 1072;

IAGU 1076;

IAGU 1079 a 1087;

IAGU 1089;

IAGU 1090;

IAGU 1108 a 1112;
IAGU 1114 a 1117;
IAGU 1119;
IAGU 1121;
IAGU 1122;
IAGU 1124;
IAGU 1127;
IAGU 1134;
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