UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
CAMPUS DE BOTUCATU

Sazonalidade climatica e os efeitos na helmintofauna
parasita de Dendropsophus nanus (Anura: Hylidae) da
RPPN Foz do Rio Aguapei, municipio de Castilho, Sao

Paulo.

Fabricio Marcel Wilson

Botucatu

2015



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
CAMPUS DE BOTUCATU

Sazonalidade climatica e os efeitos na helmintofauna
parasita de Dendropsophus nanus (Anura: Hylidae) da
RPPN Foz do Rio Aguapei, municipio de Castilho, Sao

Paulo.

Fabricio Marcel Wilson

Orientador: Prof. Dr. Luciano Alves dos Anjos

Coorientador: Prof. Dr. Reinaldo José da Silva

Dissertagao apresentada ao Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista - UNESP, campus de Botucatu
como parte dos requisitos para obten¢ao do
Titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas,
Area de Concentracio: Zoologia.

Botucatu

2015



Dedico
aos meus pais e avos,

pelo amor e apoio incondicional.



Agradecimentos

Agradeco a Deus e a espiritualidade pelas infinitas gragas que proporcionam a minha

vida, pela protecdo e amparo em todos os momentos.

Aos meus pais, Célia e Jorge, ao meu irmdo Jorginho, aos meus avos Flora, Maria,
Waldomiro e Luis, devo tudo que sou a vocés, gratiddo por me aceitarem do jeito que
sou! Aos meus tios e tias, primos e primas, minha cunhada e meu sobrinho, amo todos

VOCES.

Ao meu orientador Prof® Luciano, obrigado pelo apoio e por acreditar em mim e no meu

trabalho.

Ao Prof® Reinaldo, por ter me acolhido em seu laboratdrio de pesquisa € proporcionado

a chance de concluir este trabalho, sou eternamente grato.

Aos amigos e companheiros de trabalho Drausio e Gislayne, sem seus ensinamentos e

apoio este trabalho ndo se realizaria.

A todos os amigos e colegas de trabalho que tive a oportunidade de conhecer e conviver
nestes 3 anos de laboratorio: Aline Acosta, Aline Aguiar, Aline Zago, Aline Gouveia,
Lidiane Firmino, Lidiane Franceschini, Erica, Alisson, Fabio, Priscila, Bel, Diego,
Rodrigo, Ottilie, Maysa, Dianne, Amanda, Marcela, Heleno e Murilo, gratidao pelo

companheirismo.

Aos funcionarios e professores do Departamento de Parasitologia, em especial aos
técnicos Roberto, Valdir e Alessandra, as funcionérias da limpeza, a secretaria Olga e a
Prof* Lucia e o Prof® Newton, vocés tornaram a minha passagem na parasitologia muito

especial e divertida.

Aos meus amigos de longa data, que sdo tantos que nem cabem os nomes aqui. A vocés
agradeco de coragd@o por estarem sempre ao meu lado em todos os momentos da minha

vida. Amo todos voces.

Aos irmaos da Republica Ressaca, minha segunda familia. Essa conquista também ¢ de

voceés!



A todos os funcionarios da CESP, que permitiram que nossas coletas fossem realizadas

Sempre com SucesSso.

As agéncias financiadoras FAPESP e CAPES, pela verba disponibilizada para a
realizacdo do projeto e pela minha bolsa de estudos, que permitiu que eu concluisse esta

etapa.

Aos animais que foram mortos para que essa pesquisa fosse feita.



“Aprenda como se fosse viver para sempre.

Viva como se fosse morrer amanha.”’

Mahatma Gandhi



Sumario

RESUMO.....eiiiiiiiiiiiieee e e e e e e e e e e 01
ADSITACT. ..o 02
| 15 40 16 10 ot 1o J RO 03
2. HIPOLESES. ..eeuvieiiieeciiieeiie et ettt ettt e e et e et e e rr e e e beeenbeeensaee e 06
3. Material @ MEtOdOs.......ccccuviiieiiiieeeiiee e 07
3.1 Areas de eStUAOS. .......v.eueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 07
3.2 Coleta dos anfibios...........eeeeeeeeiiiiiiiieeeiieee e 08
3.3 Coleta, fixacao e preparo dos helmintos............cccceeeevreeennnennns 08
3.4 Andlise dos dadosS.........cceeuiiiieiiiieeeieeeee e 09
4. ReSUITAdOS. .....uviiiiiieiiiieee e e e 11
5. DISCUSSAD...uttieieeiiiiiee e e ettt e e e ettt e e e et e e e e e eeataaar e e e e e eeaaareeeeeeeannes 15
6. CONCIUSAOD....cccuviiieeiiieeecteee ettt e e e ae e e e eaeaeeas 22
7. Referéncias Bibliograficas.........cccoceveeeiiieiiiiiiiecieeeecee e 22

ANEXO0 fOtOZIATICO. . eiiiiieieiiie e 34



Resumo

Os parasitas representam importante papel na manutencdo da diversidade local de
hospedeiros e das fungdes ecossistémicas, porém s3o 0s primeiros organismos a
desaparecer por causa das acdes antropicas sobre o ambiente natural. Variagdes sazonais
relacionadas ao ambiente sdo fatores importantes e que influenciam direta ou
indiretamente na relagdo parasita-hospedeiro e na estrutura da comunidade de
helmintos. O objetivo deste estudo € descrever e comparar a composicao e estrutura da
comunidade de helmintos associados ao anfibio anuro Dendropsophus nanus, da RPPN
Foz do Rio Aguapei, municipio de Castilho, estado de Sao Paulo, nos hidroperiodos de
seca e cheia. Foram coletados 298 anuros em quatro campanhas, duas na estagdo seca e
duas na estacdo cheia, totalizando 40 dias de coleta. Pardmetros parasitarios como
prevaléncia, intensidade média de infec¢ao, abundancia média e agregagdo dos parasitas
nas populacdes de hospedeiros, assim como a estrutura da comunidade de helmintos
foram avaliados. Foi encontrado uma riqueza de onze taxa, sendo a metacercaria de
Lophosicyadiplostomum sp. o taxa mais abundante, seguido por Cylindrotaenia cf.
americana. A comunidade de helmintos alcangou um padrao de agregacdo elevado.
Espécimes da familia Cosmocercidae foram classificados como co-dominantes nos dois
hidroperiodos. C. cf. americana foi dominante na seca e co-dominante na cheia,
enquanto Cosmocerca podicipinus e o oligochaeta Dero (Allodero) lutzi foram co-
dominantes na seca. Os outros taxa foram considerados colonizadores sem sucesso. Os
resultados indicaram que nao houve diferenca dos parametros prevaléncia, intensidade
média de infec¢do e abundancia média entre os hidroperidos, porém a diversidade

parasitaria variou entre as estagoes, sendo a diversidade na seca maior que na cheia.

Palavras-chave: Anuro, Dendropsophus nanus, helminto, varia¢ao sazonal, seca ¢ cheia.



Abstract

Parasites play an important role in maintaining the local diversity of hosts and the
ecosystem functions, however they are the first organisms that disappear because of
human activities upon the nature. Seasonal variations related to the environment are
important factors that directly or indirectly influence the host-parasite relationship and
helminth community structure. This study aims to describe and compare the
composition and helminth community structure associated with the amphibian anuran
Dendropsophus nanus, from the RPPN Foz do Rio Aguapei, municipality of Castilho,
Sdo Paulo State, in the dry and rainy hydro-periods. A total of 298 frogs were collected
in four sampling efforts, two in the dry season and two in the rainy season, totaling 40
days of sampling. Parasitic parameters such as prevalence, mean intensity of infection,
mean abundance and aggregation of parasites in host populations, as well as the
structure of helminth community, were evaluated. A richness of eleven taxa was found,
with the metacercariae of Lophosicyadiplostomum sp. the most abundant taxa, followed
by Cylindrotaenia cf. americana. The helminth community reached a high pattern of
aggregation. Cosmocercidae family specimens were classified as co-dominant in both
hydro-periods. Cylindrotaenia cf. americana was dominant in the dry season and co-
dominant in the rainy season, while Cosmocerca podicipinus and the oligochaeta Dero
(Allodero) lutzi were co-dominant in the dry season. The other taxa were considered
settlers without success. Even though the parasite diversity varied between periods and
the diversity was higher in the dry season than in the rainy season, the results showed no
difference in the prevalence parameters, mean infection intensity and mean abundance

between the hydro-periods.

Key words: Anuran, Dendropsophus nanus, helminth, seasonal variation, dry and rainy.



1. Introducéo

O Brasil apresenta a maior diversidade mundial de anfibios (mais de 1026
espécies descritas) (Segalla et al. 2014) e uma taxa de endemismo superior a 65%
(IUCN 2011). Contudo, a fauna de helmintos associados ¢ conhecida para apenas cerca
de 120 espécies de anuros (Vicente et al. 1990, Luque et al. 2005, Lunaschi & Drago
2007, Holmes et al. 2008, Campido et al. 2009, Pinhdo et al. 2009, Anjos 2011,
Campido et al. 2014). No entanto, esta realidade é especialmente preocupante quando se
considera o ritmo atual de destruicdo dos ecossistemas naturais, aliado a alta taxa de
extingdo de espécies (Wilson 1997) e o processo global de declinio de populagdes de
anfibios (Gibbons et al. 2000, Wake 2007, Whitfield et al. 2007), pois um dos primeiros
grupos a sentirem os efeitos dos distirbios antrdpicos sdo os parasitas (Gibb & Hochuli

2002, Laurance et al. 2002).

A Reserva Particular do Patrimonio Natural (RPPN) Foz do Rio Aguapei ¢ uma
unidade de conservacao e foi instaurada em 2006 pela CESP — Companhia Energética
do Estado de Sdo Paulo, como condicionante da mitigacdo dos impactos da usina
Hidrelétrica de Trés Irmaos, abrangendo os municipios de Paulicéia, Castilho e Sao
Jodao do Pau d’Alho, no noroeste paulista. Encontra-se nos dominios fito-ambientais
Mata Atlantica e Cerrado, ¢ caracterizada por ciclos hidrolégicos de cheia e seca e
possui uma fauna adaptada ao pulso periodico de inundagdo. A RPPN abriga espécies
de peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos, além de diversas espécies vegetais

registradas em levantamentos ndo publicados (CESP 2010).

Esse ecossistema possui grande semelhanga com o pantanal sul-mato-grossense,
por estar periodicamente inundado. Esse processo estd associado ao regime hidrologico,

que provoca a expansdo, contragdo e fragmentagdo dos sistemas aquaticos, além de



interferir no grau de conectividade entre as partes do sistema (Rodrigues et al. 2010). A
periodicidade da inundacdo permite aos organismos que vivem em dreas Umidas,
desenvolverem adaptagdes e estratégias para a utilizacdo eficiente de habitats e recursos

dentro da chamada “zona de transi¢do aquatica/terrestre” (Junk et al. 1989).

A importancia ecoldgica dos parasitas e patégenos ¢ conhecida (McCallum &
Dobson 2002), porém ha lacunas sobre o conhecimento a respeito dos efeitos do pulso
de inundacdo, e como isso pode afetar essa diversidade helmintica. Sabemos que
ambientes em constantes alteragdes, como ¢é o caso das areas sobre influencia direta do
pulso de inundagdo, podem causar mudangas na riqueza, composi¢do da helmintofauna
e modo de transmissdo dos parasitas (Gibb & Hochuli 2002, Laurance et al. 2002,
McKenzie 2007), e que assim como os anfibios hospedeiros, os parasitas contribuem

fortemente para a manutencao da diversidade (McCallum & Dobson 1995).

Dendropsophus nanus (Boulenger 1889) é um hilideo de pequeno porte (CRC <
3 cm), com habitos arboricola e noturno. Sado avistados frequentemente em pocas e
areas alagadas, onde os machos vocalizam sobre capins ou plantas aquaticas na borda de
lagoas ou areas alagadas, a poucos centimetros da superficie da agua (Toledo et al.
2003, Menin et al. 2005). Na RPPN Foz do Rio Aguapei, assim como na regido do
Pantanal, o periodo reprodutivo € continuo, e as fémeas depositam os ovos em massas
gelatinosas aderidas aos ramos de plantas submersas (Uetanabaro et al. 2008). Tem
ampla distribuicdo geografica, ocorrendo no Brasil (exceto zona costeira), Paraguai,
norte do Uruguai, leste da Bolivia, noroeste e Bacia do rio da Prata na Argentina
(Ponssa & Lavilla 2005, Frost 2010). Devido a alta diversidade de padrdes
morfoldgicos, do canto e de caracteristicas citogenéticas, em sua ampla distribuicdo,
provavelmente constitui um complexo de espécies (Medeiros et al. 2003, Reichle et al.

2004).



Helmintos endoparasitas de anuros tipicamente requerem um ambiente aquatico
para seu desenvolvimento e transmissdo de estdgios infectante, pois um ciclo de vida
bifasico com reproducdo aquatica promove um aumento na transmissdo de parasitas e

pode sustentar uma dindmica parasita — hospedeiro persistente (Todd 2007).

Os parasitas atuam na ecologia de seus hospedeiros tanto em termos de satde
como no comportamento, € por isso ¢ interessante examinar os fatores ecologicos que
determinam a prevaléncia e intensidade parasitaria (Milinski 1984, Moore 1984).
Condigdes ambientais e caracteristicas do habitat podem influenciar na composicao e
estrutura da helmintofauna associada aos anfibios, j4 que os mesmos sdo animais
ectotérmicos, ¢ mudangas sazonais afetam diretamente o modo de vida dos anfibios, e

consequentemente afetam também as populacdes de parasitas (Chandra & Gupta 2007).

Considerando a sazonalidade climatica e o regime de inundagdo na RPPN Foz
do Rio Aguapei, este estudo pretende contribuir para o aumento do conhecimento dos
padrdoes e processos das relagdes parasita’hospedeiro, além do conhecimento da

composigao das espécies de helmintos associados a Dendropsophus nanus.



2. Hipoteses

Os anfibios cujo modo reprodutivo apresentam contato com ambientes aquaticos
costumam apresentar maior diversidade de parasitas associados (McKenzie 2007, Todd
2007). Contudo a sazonalidade climatica e o regime de inundagdes na regido podem
influenciar na disponibilidade de presas e hospedeiros intermedidrios para os parasitas
completarem seu ciclo de vida (McKenzie 2007). Diante destas premissas, o presente
estudo apresenta as seguintes hipoteses:

Hi: os parametros de infeccdo parasitaria (prevaléncia, intensidade média de
infec¢do e abundancia média) sdo maiores no hidroperiodo de cheia.

Ho: os parametros de infeccdo parasitaria (prevaléncia, intensidade média de
infec¢do e abundancia média) sdo maiores no hidroperiodo de seca.

Com relagdo a diversidade parasitaria, segue a seguinte hipdtese:

H,: a diversidade parasitaria ¢ maior no hidroperiodo de cheia.

Hpy: a diversidade parasitaria ¢ maior no hidroperiodo de seca.



3. Material e Métodos

3.1 Area de estudos

Localizada na provincia do Planalto Ocidental, Bacia do Parand nas areas da
Sub-bacia Bauru, a RPPN Foz do Rio Aguapei, no Estado de Sdo Paulo (Figura 1),
apresenta relevo pouco ondulado com porgdes de rochas areniticas, predominando

colinas amplas e baixas com topos aplanados (Sallun & Suguio 2006).
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Figura 1. Mapa da regido Noroeste do estado de Sao Paulo, destacando a regido da

RPPN Foz do Rio Aguapei (area verde). Fonte: CESP, 2011.

A RPPN Foz do Rio Aguapei abrange os municipios de Castilho (SP), Sao Joao
do Pau d"Alho (SP) e Paulicéia (SP), sendo banhada pelo rio Aguapei, um afluente do
rio Parana. Situa-se no Oeste do Estado de Sado Paulo, inserida nos limites de Mata
Atlantica em area de Conservagdo Ambiental. Sua vegetagdo ¢ composta por

fragmentos de Floresta Estacional e possui significantes formacdes vegetais de Cerrado.



E uma zona de transi¢do climatica, caracterizado por massas de ar tropicais (Boin
2000). Local de grandes quantidades de precipitagdes devido a influéncia da massa
Polar Atlantica e pelas massas tropicais setentrionais oriundas da Amazodnia,
provocando as instabilidades climaticas que ddo origem a chuvas intensas de curta
duracdo. O clima tropical é caracterizado pelo verdo chuvoso e inverno seco (Comités

das Bacias Hidrograficas dos Rios Aguapei e Peixe — CBH-AP, 1997).

3.2 Coleta dos Anfibios

Os anfibios foram capturados através da procura visual (PV) no periodo noturno.
Foram amostrados, no total, quatro periodos (dois periodos de cheia — janeiro de 2013 e
2014) e dois periodos de seca (junho de 2012 e agosto de 2013), com campanhas de 10
dias, com total acumulado de 40 dias de campo. Os hospedeiros foram eutanasiados
com solucdo de tiopental sddico e, em seguida, todos os Orgdos internos e a cavidade
celomatica foram avaliados quanto a presenga de helmintos. Apos a necropsia para a
pesquisa dos helmintos, os mesmos foram fixados em solucdo de formol 10% e
preservados em dalcool 70%, de acordo com a licenga (SISBIO 31716-2) e autorizado
pelo comité de ética n® 348/2012. A coleta de anfibios junto a Foz do Rio Aguapei tem
também autorizagdo do Departamento de Meio Ambiente, Divisdo de Gerenciamento

Ambiental de Reservatorios, Companhia Energética de Sao Paulo.

3.3 Coleta, fixacao e preparo dos helmintos

Os anfibios coletados tiveram os orgdos do trato gastrointestinal, pulmdes,
figado, rins, bexiga, cavidade celomatica e tecidos musculares pesquisados quanto a
presenca de helmintos. Os helmintos coletados foram preparados e conservados em
solucdo de alcool 70% até o momento do preparo das ladminas temporarias para

determinag@o da espécie, processados seguindo as metodologias classicas (Amato et al.



1991) e analisados no Laboratoério de Parasitologia de Animais Silvestres (LAPAS), no
IBB-UNESP.

Para a identificacdo das espécies de helmintos, os nematoides foram clarificados
com lactofenol de Aman (Andrade 2000) e os cestoides, trematddeos e acantocéfalos
foram corados pela técnica do carmim cloridrico (Amato et al. 1991). As identificagdes
das espécies de helmintos serdo feitas com base nos principais artigos e chaves de
classificagdo para os diferentes helmintos (Travassos et al. 1969, Vicente et al. 1990,
Vicente et al. 1993, Moravec 1998) além de artigos de descri¢do de espécies e chaves
de classificagao mais recentes (Gibbons 2010, Anderson et al. 2009).

Os dados morfométricos e fotomicrografias dos helmintos foram obtidos em
sistema computadorizado para analise de imagens LAZ V3 (Leica Application Suite),
adaptado aos microscopios DM 2500-Leica com o sistema de contraste interferencial de
fase. Os desenhos foram feitos com o auxilio de um microscopio de camara clara.

Amostras de todos os helmintos coletados foram depositados na Colegdo
Helmintologica do Departamento de Parasitologia do Instituto de Biociéncias (CHIBB),

UNESP, campus de Botucatu.

3.4 Analise dos dados

As andlises dos parametros parasitarios como prevaléncia, intensidade média de
infeccdo, abundancia média, riqueza, diversidade e comunidade componente e foram
calculados de acordo com Bush et al. (1997). Para o calculo da agregagdo dos parasitas
na populagdo de hospedeiros foi utilizado o indice de discrepancia (D) proposto por
Poulin (1993). O indice tem um valor minimo de zero (D = 0), quando todos os
hospedeiros abrigarem o mesmo niimero de parasitas e quando todos os parasitas sdao
encontrados em um unico hospedeiro, a agregacao ¢ maxima (D = 1). Este indice foi
calculado com o software Quantitative Parasitology 3.0 (Rdzsa et al. 2000). Para o
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calculo de dominancia foi utilizado o indice de Berger-Parker (d). A diversidade das
estagdes seca/cheia foi calculada utilizando-se o indice de Brillouin, Hg, (Krebs 1989).
A comparacao da diversidade entre as estacdes foi calculada através do teste de Mann-
Whitney. A comparagdo entre as prevaléncias foi realizada através do Teste-z, e para a
comparagdo entre a intensidade média de infeccdo (IMI) e abundancia média (AM)
entre os hidroperiodos foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para todos os testes
estatisticos, foi adotado o nivel de significancia de p<0,05.

A estrutura da comunidade de helmintos foi classificada de acordo com Thul et
al. (1985): 1j = (Mj) AjBj/ZAiBi X 100 ; onde Aj ¢é igual ao numero de parasitas da
espécie j, Bj é o nimero de hospedeiros infectados com a espécie j, Mj é um fator de
maturidade, cujo valor ¢ igual a 1 se a0 menos um espécime maduro da espécie j for
encontrado e 0 se apenas formas imaturas forem encontradas. Ai refere-se ao total de
parasitas ¢ Bi ¢ numero total de hospedeiros infectados na amostra. Cada espécie de
helminto poderd ser classificada em quatro categorias: dominantes, co-dominantes,
subordinadas e colonizadoras sem sucesso (Thul et al. 1985).

Para obter a riqueza esperada utilizamos o programa EstimateS 9.1 (Cowell
1997). O estimador de riqueza Bootstrap foi elencado porque, conforme Poulin (1998),
que comparando estimadores de riqueza para comunidades de parasitas sugeriu que esse
estimador € o menos variavel e menos propenso a superestimar a verdadeira riqueza,
independente de quio frequente sdo as espécies raras na comunidade observada. Para
confec¢do da curva de acumulacdo (riqueza observada), juntamente com resultado do

Bootstrap (riqueza esperada), utilizamos o programa STATISTICA (Statsoft 2007).
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4. Resultados

Foram coletados 298 espécimes de D. nanus, (174 no hidroperiodo de seca e 124
no hidroperiodo de chuva), sendo que a intensidade de infecgdo variou de 1 a 356
parasitas. Dos 298 hospedeiros necropsiados, 128 estavam parasitados com pelo menos
um taxa de helmintos (P = 42%; IMI = 24 + 4,4; AM = 10,3 £ 2,01). Dos 174
hospedeiros amostrados durante o hidroperiodo de seca, 84 estavam parasitados com
pelo menos um taxa (P = 48% IMI= 18,89 £ 4,3; AM = 9,12 + 2,19) e dos 124
hospedeiros amostrados durante o hidroperiodo de cheia, 44 estavam parasitados com
pelo menos um taxa (P=35% IMI= 33,77 £ 9,7; AM= 11,9 + 3,7) (Figuras 2 e 3).

O estudo apontou que houve diferenca significativa da prevaléncia parasitaria
entre as estacoes (z = 2.118; p = 0,0034). Nao houve diferenca significativa entre a IMI
(U=1718; p = 0,5575) e AM (U=9538; p = 0,0882) entre os diferentes hidroperiodos. O
teste de Mann-Whitney indicou que houve diferenga significativa entre os valores de
diversidades médias encontrados para os hidroperiodos de seca e cheia (U = 1403; p =
0,0401). O hidroperiodo de seca, com 11 taxa recuperados, apresentou uma maior

diversidade que o hidroperiodo de cheia (6 taxa recuperados).
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Figura 2. Prevaléncia total e nos hidroperiodos de seca e cheia.
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Figura 3. Intensidade média de infecgdo e abundancia média total e nos hidroperiodos

de seca e cheia.

Foram recuperados 3071 helmintos distribuidos entre os taxons Nematoda,
Trematoda, Cestoda, Acanthocephala e Oligochaeta, com uma riqueza total de 11 taxa
(nematdides ndo identificados da familia Cosmocercidae (ANEXO I, FOTO 1),
Cosmocerca podicipinus (ANEXO I, FOTO II), Brevimulticaecum sp. (ANEXO 1,
FOTO I1I), Spiroxys sp. (ANEXO I, FOTO 1V), Lophosicyadiplostomum sp. (ANEXO
I, FOTO V), Catadiscus propinquus (ANEXO I, FOTO VI), Clinostomum sp. (ANEXO
I, FOTO VII), Cylindrotaenia cf. americana (ANEXO I, FOTO VIII), cistacanto de
Acanthocephala (ANEXO I, FOTO IX), Dero (Allodero) lutzi (ANEXO I, FOTO X) e
cisto ndo identificado (ANEXO I, FOTO XI) (Tabela 1). O helminto mais comum foi a
metacercaria do género Lophosicyadiplostomum (N=2878), seguido por Cylindrotaenia
cf. americana (N=75). O indice de discrepancia para a comunidade de helmintos de D.
nanus mostrou um padrdo elevado, com altos valores de agregacdo (Seca — D =
0,923/Cheia — D = 0,959) (Tabela 1). O indice de dominancia de Berger-Parker apontou

a metacercaria de Lophosicyadiplostomum sp. o taxa dominante (d = 0,93).
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Tabela 1. Abundancia, Prevaléncia (P), Intensidade Média de Infec¢ao (IMI + erro
padrdo), amplitude, indice de Discrepancia (D) e sitio de infec¢do (SI) das espécies de
helmintos encontradas em Dendropsophus nanus da RPPN Foz do Rio Aguapei,
municipio de Castilho, SP. *Sitio de infec¢do: Cav = cavidade corporal; Est =

estomago; ID = intestino delgado; IG = intestino grosso; Musc = musculatura;

© °
g 2 P
w0 (%) IM+EP Amplitude D Sl
Nematoda
Cosmocercidae 7 14 2 3+1.4 1-11 0,984 ID, IG
Cosmocerca podicipinus 16 0 1 8+7 1-15 0,993 ID, IG
Brevimultcaecum sp. 4 0 1 1,33+0,33 1-2 0,988 Cav, Est
Spiroxys sp. 3 0 1 15+0,5 1-2 0,991 Est, ID
Trematoda
Lophosicyadiplostomum sp. 1437 1441 30 31,659 1-356 0,912 Rim
Catadiscus propinquus 2 1 1 15+0,5 1-2 0,991 IG
Clinostomum sp. 1 0 0.5 1 1 0,993 Cav
Cestoda
Cylindrotaenia cf. americana 72 3 8 3,26+0,54 1-11 0,950 ID
Acanthocephala
Cistacanto de Acanthocephala 20 20 6 2,1+0,53 1-11 0,959 Est, ID, Cav
Oligochaeta
Dero(Allodero) lutzi 9 0 1 45+0,5 4-5 0,990 Rim
Cisto
Cav, Musgc, IG,
Cisto ndo identificado 16 5 4 1,9+0,39 1-4 0,972 ID
D 0,923 0,959

A maioria dos helmintos, tanto na seca como na cheia, foram considerados

colonizadores sem sucesso. No hidroperiodo

de seca,

espécimes

da familia

Cosmocercidae, Cosmocerca podicipinus e o oligochaeta Dero (Allodero) lutzi foram
classificados como co-dominantes, enquanto o cestodeo Cylindrotaenia cf. americana
foi a Unica espécie dominante. No hidroperiodo de cheia, membros da familia
Cosmocercidade e C. cf. americana foram classificadas como co-dominantes (Tabela

2).
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Tabela 2. Valores de importancia (I) e classificagdo das espécies de helmintos de

Dendropsophus nanus encontrados nos hidroperiodos de seca e cheia da RPPN Foz do

Rio Aguapei, municipio de Castilho, SP. D = Dominante; CD = Codominante; SS =

Colonizadoras sem sucesso.

Espécie Helminto

Hidroperiodo

Seca Cheia
Nematoda
Cosmocercidae 0,04(CD) 0,06(CD)
Cosmocerca podicipinus 0,04(CD) -
Brevimultcaecum sp. 0(SS) -
Spiroxys sp. 0(SS) -
Trematoda
Lophosicyadiplostomum sp. 0 (SS) 0 (SS)
Catadiscus propinquus 0 (SS) 0 (SS)
Clinostomum sp. 0(SS) -
Cestoda
Cylindrotaenia cf.
americana 1,80 (D) 0,01(CD)
Acanthocephala
Cistacanto de
acanthocephala 0 (SS) 0 (SS)
Oligochaeta
Dero (Allodero) lutzi 0,02(CD) -
Cisto
Cisto ndo identificado 0 (SS) 0 (SS)

A curva de acumulacdo (riqueza observada) e o estimador Boostrap (riqueza

estimada), demonstram uma suficiéncia amostral para essa espécie de hospedeiro nessa

localidade nessa amostragem (Figura 3).
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Figura 3. Curva de Acumulagdo (observado) e o estimador de riqueza Bootstrap
(estimado) para a riqueza de helmintos associados a Dendropsophus nanus da RPPN

Foz do Rio Aguapei, municipio de Castilho, Sdo Paulo.

5. Discussao

No presente estudo, a grande maioria dos helmintos recuperados foram de
trematodeos  digenéticos,  predominantemente  metacercadrias do  género
Lophosicyadiplostomum. Este resultado confirma a tendéncia de que os anuros hilideos
atuam como bons hospedeiros para os trematddeos (McAlpine 1997, Gilliland &
Muzzall 1999, Bolek & Coggins 2000, Muzzall et al. 2001, Paredes-Calderon et al.
2004), ja que este grupo de anuros esta sempre associado com ambientes aquaticos e
assim auxiliam no desenvolvimento destes parasitas de ciclo indireto (Luque et al.
2005). Apesar do ciclo de vida destas metacercarias ser desconhecido, individuos
adultos de Lophosicyadiplostomum sp. ja foram encontrados em aves do Brasil e
Venezuela, provavelmente seus hospedeiros definitivos (Hamann & Kehr 1999). Por
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essa perspectiva, Dendropsophus nanus pode estar atuando como um hospedeiro
intermediario para Lophosicyadiplostomum sp., por ter grandes chances de ser predado
por aves. Embora Lophosicyadiplostomum sp. tenha sido o taxa dominante na
comunidade de helmintos (indice de Berger-Parker) de D. nanus, este trematédeo ¢
considerado um colonizador sem sucesso, ja que ndo hd desenvolvimento de estagios

evolutivos do parasita dentro do hospedeiro.

O género Catadiscus ja foi reportado parasitando uma série de anfibios anuros
(Travassos et al. 1969). Catadiscus propinquus ¢ um trematddeo digenético que
necessita de um molusco (hospedeiro intermediario) para completar seu ciclo de vida, e
os anfibios podem atuar tanto como hospedeiro definitivo como hospedeiro
intermediario ou paraténico (Esch et al. 2002, Campidao 2009). O ciclo de vida das
espécies de Catadiscus nao ¢ conhecido, porém acredita-se que a contaminagdo ocorra
através da ingestdo ou penetracdo da larva infectante (Hamman 2004). O género
Clinostomum faz parte do grupo de trematédeos digenéticos, ¢ os individuos adultos
deste género vivem na cavidade oral, faringe ou es6fago de peixes, répteis, aves e,
ocasionalmente, mamiferos, tendo um molusco como primeiro hospedeiro
intermediario, enquanto peixes e anfibios podem atuar como segundo hospedeiro
intermediario (McAllister 1990, Gustinelli et al. 2010). Espécies de Clinostomum ja
foram reportadas para inimeros anfibios (Miller et al. 2004), porém este ¢ o primeiro
registro deste género parasitando anuros na América do Sul. S6 foi encontrado um
espécime em um hospedeiro em toda a amostra, provavelmente porque D. nanus ndo € o
hospedeiro natural deste helminto, servindo apenas como um hospedeiro
paraténico/acidental para esta espécie.

Nematoides da familia Cosmocercidae sdo parasitas de intestino de anfibios e

répteis (Anderson 2000). As fémeas produzem ovos de casca fina, e quando estes se
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encontram no ambiente, as larvas se desenvolvem até o estagio infectante, podendo ser
ingerida pelo hospedeiro ou penetrar através da pele do mesmo, assim como
Cosmocerca podicipinus, um nematéide parasita generalista e de ciclo de vida direto, ou
seja, nao necessita de um hospedeiro intermedidrio para completar o seu
desenvolvimento (Anderson 2000). Cosmocerca podicipinus foi originalmente descrito
em Leptodactylus podicipinus proveniente do Paraguai (Baker & Vaucher 1984), mas
também ja foi registrado em bufonideos, hilideos, leptodactilideos e aromobatideos do
México, Costa Rica e da América Central ¢ do Sul (Cabrera-Guzman et al. 2007). E
valido destacar que, provavelmente, os Cosmocercideos nao identificados recuperados
neste estudo também podem ser C. podicipinus, mas a identificagdo no nivel de espécie
s6 pode ocorrer quando o macho estd presente, pois existe uma sobreposi¢do de
caracteristicas morfologicas nas fémeas da familia Cosmocercidae (Campido 2010).
Foram recuperadas dois taxa de larvas de nematodides, Spiroxys sp. e
Brevimulticaecum sp.. A fase adulta do género Spiroxys ¢ um parasita estomacal de
diferentes espécies de tartarugas de dgua doce, sendo que os ovos deste helminto sdao
eliminados nas fezes das tartarugas e 14 mesmo ocorre o desenvolvimento das larvas,
que serdo ingeridas por copépodos e, na hemocele destes invertebrados, atinge o terceiro
estagio larval, que ¢ infectante (Gonzalez & Hamann 2010). Larvas infectantes de
Spiroxys ja foram encontradas em varios hospedeiros paraténicos como caracois, girinos
e ras adultas, assim como em larvas e adultos de tritdes (Anderson 2000). Pouco se sabe
sobre a biologia de Brevimulticaecum, porém a presenca desta larva em hospedeiros
anuros indica que estes podem desempenhar um papel importante no ciclo deste
parasita, podendo os anfibios atuarem como hospedeiros intermedidrios ou paraténicos

(Gonzalez & Hamann 2013, Moravec & Kaiser 1994).
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Cylindrotaenia cf. americana foi o Unico cestddeo encontrado neste estudo,
assim como a unica espécie de helminto dominante (de acordo com a classificagdo de
Thul et al. 1985) na comunidade parasita de Dendropsophus nanus, provavelmente
porque o mesmo completa o seu ciclo de vida neste hospedeiro. C. cf. americana foi
descrita originalmente por Jewell (1916) em intestinos de anfibios anuros, mas também
ja foi encontrado individuos parasitando lagartos da América do Norte (Dyer 1983). Um
maior agrupamento do hospedeiro intermediario, provavelmente um molusco aquatico,
na estagdo seca poderia explicar a maior abundancia de helmintos e a dominancia neste
hidroperiodo, pois quanto menos agua disponivel no ambiente, maior deve ser a
agregacao destes moluscos, facilitando o encontro das formas larvais do helminto com o
hospedeiro intermedidrio, porém estudos sdo necessarios para uma maior compreensao
desta relagdo parasita-hospedeiro.

Os membros do Filo Acanthocephala sdo caracterizados por possuirem uma
proboscide retratil com espinhos, que auxiliam na fixagdo do parasita na cavidade e na
parede intestinal do hospedeiro, além de ndo possuirem sistema digestivo, e as larvas
(cistacantos) geralmente s3o encontradas encistadas na cavidade abdominal dos
hospedeiros intermediarios ou paraténicos, que podem ser anfibios ou répteis (Mello
2013). Neste trabalho s6 foi encontrado cistacantos na cavidade abdominal, mucosa do
estomago e intestino delgado de Dendropsophus nanus, sendo assim podemos inferir
que este anuro esta atuando como hospedeiro intermediario/paraténico para este
Acanthocephala.

O oligochaeta Dero (Allodero) lutzi ¢ uma espécie originalmente de vida livre,
que se adaptou a vida parasitaria (Rodrigues & Maldonado Jr. 1982) e esta associado ao
sistema renal dos anfibios. Alguns estudos apontam que os anfibios sdo infectados ainda

na fase de girino, porém o ciclo de vida deste oligochaeta ainda ¢ desconhecido
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(Harman & Lawler 1975). Os registros de D. (Allodero) lutzi sdo escassos e restritos a
regido Sudeste do Brasil, sendo que nove espécies de hilideos e uma espécie de
bufonideo ja foram registradas como hospedeiros para este oligochaeta (Rodrigues &
Maldonado Jr. 1982, Prado et al. 2003), porém D. (Allodero) lutzi foi recentemente
encontrado em cinco novos hospedeiros anuros na regido Sul do estado do Ceara,
incluindo Dendropsophus nanus (nota do autor).

A maneira pela qual as variagdes sazonais afetam o parasitismo depende
fortemente do ciclo de vida do parasita, e no caso de helmintos que necessitam de um
hospedeiro intermediario para completar o seu ciclo, a abundancia destes hospedeiros ¢
o principal fator responsavel pela taxa de infec¢do, sendo que a presenca destes
hospedeiros pode variar sazonalmente (Pizzatto et al. 2013). No caso de Dendropsophus
nanus, por possuir um padrdo reprodutivo prolongado (Toledo et al. 2003), esteve
presente em abundéncia durante todo o periodo de coletas, e isso confere a este anfibio
um bom status de hospedeiro intermediario/paraténico, pois estd em atividade no
ambiente durante todo o ano, possibilitando que os helmintos generalistas de ciclo
direto e indireto utilizem este hospedeiro para completarem o seu ciclo de vida.

O indice de discrepancia apontou valores proximos ao maximo, mostrando que a
comunidade de parasitas de D. nanus esta fortemente agregada. Segundo Poulin (1993,
2007) este padrao de agregacdo ¢ comum para comunidades de helmintos, onde a
maioria dos hospedeiros abrigam nenhum ou poucos parasitas, enquanto outros poucos
hospedeiros abrigam grande quantidade dos mesmos, e este padrdao foi confirmado na
comunidade parasita de D. nanus.

No presente estudo a prevaléncia entre as estacdes foi significativamente
diferente, tendo a seca uma prevaléncia maior que a cheia e, apesar dos valores de

abundancia média e intensidade média de infecg¢do serem maiores na estacao cheia,
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nenhuma das hipdteses apresentadas se confirmou, ja& que ndo houve diferenca
significativa da intensidade média de infeccdo e da abundincia média entre os dois
hidroperiodos. Em regides tropicais a prevaléncia e a abundancia de parasitos podem
aumentar ou diminuir na estagdo chuvosa ou seca, dependendo da latitude,
infracomunidade de parasitos e da historia evolutiva do hospedeiro (Choudhury & Dick,
2000), porém o efeito das estagdes de chuva e seca nas infracomunidades de helmintos
tem sido um dos fatores menos estudados na ecologia do parasitismo (Dias-Grigorio
2013, Violante-Gonzalez et al. 2008). As investigagcdes entre dindmica sazonal e
parasitismo nos anfibios ainda s3o escassas, porém fatores relacionados ao clima tém
sido destacados como importantes nesta relagdo parasita/hospedeiro, e dentre estes
fatores a umidade e as flutuagdes térmicas desempenham papel fundamental na
incidéncia de parasitas (Chandra & Gupta 2007). Segundo Medelaire (2012),
hospedeiros podem apresentar ajustes fisioldégicos para lidar com infestagcdes
parasitarias maiores nos periodos de chuva, mantendo os niveis de prevaléncia e
intensidade de infec¢do constantes durante o ano, € isso se confirmou nos parametros
intensidade média de infec¢ao e abundancia média.

Com relagdo a diversidade parasitaria houve diferenca estatistica entre os dois
hidroperiodos, sendo confirmada a hipotese nula. Anfibios anuros possuem uma rica
fauna de parasitas, provavelmente devido a sua historia natural (Prudhoe & Bray 1982).
Os anfibios em geral estdo associados com dois tipos de ambientes (aqudtico e
terrestre), e isso permite que duas gamas de parasitas se instalem nestes animais
(Chandra & Gupta 2007), e assim a diversidade também aumenta, pois a forma como o
hospedeiro explora seu habitat pode também explicar a riqueza e a diversidade de
parasitas associados a este hospedeiro (Poulin & Morand 2004). A maior diversidade na

seca pode ser explicada pelo aumento do contato do anfibio com o meio terrestre na
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busca por corpos d’adgua, aumentando assim as chances de contato com um maior
numero de parasitas (Pizzatto et al. 2013). Estudos a longo prazo sdo necessarios para
uma maior compreensdo destes padrdes, j4 que a janela de tempo observada neste
trabalho ¢ muito pequena (2 anos — duas estacdes de seca e duas estagdes de cheia), o
que ndo possibilita conclusdes definitivas. E vélido destacar que além das mudangas
sazonais, fatores bidticos como o sistema imunoldgico e idade do hospedeiro também
irdo afetar no parasitismo, pois tanto fatores bidticos como os abioticos influenciam na
vida do parasita e do hospedeiro (Pietrock & Marcogliese 2004).

O presente estudo mostrou uma alta riqueza de taxa de helmintos associados a
Dendropsophus nanus se comparado com o ultimo levantamento de helmintos de
anfibios da América do Sul para esta mesma espécie de hospedeiro, ja que o checklist
de Campido et al. 2014 aponta uma riqueza de 9 taxa (presente estudo 11 taxa). O
esforco amostral pode justificar o elevado numero de taxa encontrado, pois a curva de
acumulagdo estabilizou-se em torno de 120 hospedeiros analisados, e o total coletado
neste estudo foi de 298. Este trabalho registra o primeiro encontro dos helmintos
Brevimulticaecum sp., Spiroxys sp., Lophosicyadiplostomum sp., Catadiscus
propinquus, Clinostomum sp. e Dero (Allodero) lutzi em Dendropsophus nanus.

Em estudos anteriores observou-se uma maior infeccdo de parasitas durante a
estacdo chuvosa, quando as populagdes de anfibios eram abundantes e o clima era
quente e umido, condi¢des essas que favorecem também a proliferacdo dos parasitas
(Chandra & Grupta 2007). No presente trabalho isto ndo foi confirmado, pois os
parametros de infeccdo parasitaria ndo se alteraram entre as estagdes, apenas a
diversidade parasitaria foi estatisticamente diferente entre os hidroperiodos. E valido
destacar que nao se pode obter conclusdes definitivas a respeito da influéncia sazonal na

estrutura e composi¢ao da helmintofauna de Dendropsophus nanus da RPPN Foz do
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Rio Aguapei, pois os dados aqui demonstrados refletem apenas uma curta janela de
tempo, necessitando de um acompanhamento a longo prazo para que se possa concluir
com maior robustez as reais influéncias da variagdo sazonal no parasitismo neste

hilideo.

6. Conclusao

A helmintofauna de Dendropsophus nanus da RPPN Foz do Rio Aguapei
apresentou uma alta riqueza de taxa. A sazonalidade climatica ndo teve influéncia nos
parametros intensidade média de infec¢do e abundancia média, porém influenciou na
prevaléncia e diversidade parasitaria. E necessario um acompanhamento a longo prazo
para que se possa inferir a real influéncia das mudangas sazonais na comunidade de

helmintos associados a Dendropsophus nanus desta localidade.
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Anexo fotografico
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Foto II. Macho de Cosmocerca podicipinus

Foto III. Larva de Brevimulticaecum sp. (por¢do anterior)
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Foto VI. Trematodeo digenético Catadiscus propinquus
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Foto VII. Metacercaria de Clinostomum sp.

Foto IX. Cistacanto de Acanthocephala.
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Foto X. Oligochaeta Dero (Allodero) lutzi.

Foto XI. Cisto ndo identificado.
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