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RESUMO

A diminuicdo das populacbes de anfibios € um fendmeno em escala mundial tendo varios
fatores que as acarretam, entre elas, a presenca de novos predadores introduzidos nos
ecossistemas, mudancas climaticas, destruicdo de habitats e doencas infecciosas. Entre as
doencas infecciosas, fungos sdo uma delas, e o Batrachochytrium dendrobatidis é o mais
emergente, acarretando a mortalidade e o declinio populacional, com perda de inimeras
espécies de anfibios em todo o mundo, causando a doenga quitridiomicose. Neste trabalho
analisamos espécies de Rhinella granulosa (Spix, 1824) quanto a presenca de fungos. Para
tanto, coletas por busca ativa foram realizadas mensalmente nas estacBes seca e chuvosa do
municipio de Picos, em diferentes pontos da Universidade Federal do Piaui, Campus Senador
Helvidio Nunes de Barros. Um total de 32 espécimes adultos (vinte e uma da esta¢do chuvosa
e onze da estacdo seca), foram encontrados e submetidos ao swab no tegumento, regido
inguinal, membros, patas dianteiras e traseiras, sendo liberados apds os procedimentos. Em
seguida, o swab de cada espécime foi depositado em tubos com solugdo rica em soro
fisiolégico para manter a umidade do material. Em laboratério foram submetidos ao meio de
cultura para fungos, em placas de &gar Sabouraud, durante 48 horas. Apds esse periodo foram
preparadas laminas a fresco e coradas com azul de toluidina, as quais foram analisadas e
fotografadas sob microscopio de andlise de imagem. Foi possivel identificar os fungos
Aspergillus niger, Rhizopus stolinofer, Aspergillus spp, Curvularia sp, Penicilium sp,
considerados fungos ndo patogénicos. Nao houve lesbes externas que caracterizasse a doenca
fungica. Por meio da metodologia utilizada foi possivel verificar que para a espécie Rhinella
granulosa nas duas estacOes analisadas seu tegumento contém espécies de fungos comuns ao
seu habitat, portanto, ndo causam risco a sua populacéo.

Palavras-chave: Amphibia; Rhinella granulosa; Piaui.



ABSTRACT

The decline in amphibian populations is a worldwide phenomenon caused by several factors,
for instance, the presence of new predators introduced into ecosystems, climate change,
habitat destruction, and infectious diseases. Amid the infectious diseases are those caused by
fungi, and the Batrachochytrium dendrobatidis is the most emerging fungus, leading to
mortality and population decline, with the loss of numerous species of amphibians around the
world. In this work, we analyzed the Rhinella granulosa species (Spix, 1824) as for the
presence of fungi. For that, monthly collections through active search were carried out during
the dry and rainy seasons of the municipality of Picos and in different areas of the Federal
University of Piaui, Campus Senador Helvidio Nunes de Barros. A total of 32 adult
specimens (twenty-one from the rainy season and eleven from the dry season) were found and
swabbed in the integument, the inguinal region, the limbs, the front and rear legs, being
released after the procedures. Then the swab for each specimen was deposited in tubes with a
solution rich in saline to keep the material moist. In the laboratory, they were submitted to the
culture medium for fungi, on Sabouraud agar plates, for 48 hours. After that time, slides,
stained with toluidine blue, were prepared, analyzed and photographed under na image
analysis microscope. With the technique used, it was possible to identify by morphology the
fungi Aspergillus niger, Aspergillus spp, Curvularia sp, Penicilium sp, and Rhizopus
stolinofer, regarded as non-pathogenic fungi. There were no external lesions that
characterized the fungal disease. Through the methodology adopted, it was possible to verify
that for the Rhinella granulosa species’ integument, in the two stations analyzed, fungi species
common to its habitat were found, therefore, these fungi do not cause any risks to the Rhinella

granulosa population.

Keywords: Amphibia; Rhinella granulosa; Piaui.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o pais com a maior diversidade de anfibios do mundo. Segundo a
Sociedade Brasileira de Herpetologia, no Brasil existem 1026 espécies de anfibios, sendo 988
anuros, e muitas sdo endémicas (RAMALHO, 2015).

Os anfibios foram os primeiros vertebrados a conquistar os ambientes terrestres
(HADDAD, et al., 2008). S&o divididos em trés ordens: Anura, Urodela e Gymnophiona,
esses grupos sdo dotados morfologicamente de caracteristicas muito diferentes entre si
(WALLS, 2007).

A ordem anura € considerada como o grupo mais bem sucedido, de maior
abundancia de diversidade, e possuem diferenciacdo devido a sua vida bifésica, na qual na
vida larval é comumente aquatica e na vida adulta habita ambientes terrestres (PRESS, 2014).
Convém destacar que a pele dos anfibios sdo de total importancia, devido desempenharem
uma serie de funcdes vitais (LEITE et al., 2007).

A diminuicéo das populacdes de anfibios é um fendmeno em escala mundial, tendo
reducdes e extingdes registradas desde os anos 1950 (SAITO, 2013). Varios fatores acarretam
nessa diminuicdo, entre elas estdo a presenca de novos predadores introduzidos no
ecossistema, mudancas climaticas, destruicdo de habitats e doencas infecciosas (OLIVEIRA,
2014).

Entre doencas infecciosas as mais encontradas em anfibios, sdo as causadas por
bactérias, virus, fungos e parasitas (RAMALHO, 2015). Dentre os parasitas 0s fungos estdo
sendo indicados como o principal agente de declinio de populacdes de anfibios em diversas
partes do mundo, sendo observado esse declinio no Brasil (CARVALHO et al., 2006).

Nos ultimos anos o filo Chitridiomycota tem ganhado grande destaque, por sua
enorme capacidade patogénica e 0s danos que causa na fauna de anfibios no planeta
(FARRER et al., 2011). O problema tem surgido através de fungos quitridios que tem atacado
a pele de anfibios em especial o Batrachochytrium dendrobatidis, pertencente ao filo
Chitridiomycota da Classe dos Chytridiomycetes (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS,
1999).

Esse Chitridio ataca o tecido queratinizado de anfibios possuindo uma capacidade de
letalidade bastante alta para individuos recém-metamorficos (VIEIRA et al., 2013). Este

fungo alimenta-se de quitina, celulose e queratina, sendo o causador de uma doenga chamada
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quitridiomicose, que tem afetado ndo s6 os anfibios em fase adulta como também na fase
larval (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999).

De acordo com Ramalho (2015) entre os patogenos detectados a quitridiomicose
doenca causada pelo fungo Bd (Batrachochytrium dendrobatidis), vem sendo apontada como
a doenca mais emergente, que vem ameagando as popula¢des de anfibios.

O fungo Batrachochytrium dendrobatidis assim como outros fungos Chitridios
podem ser apresentados como os principais responsaveis pelo declinio da populacdo de
anfibios, ou até mesmo posteriormente a sua extingdo em todo mundo (VOYLES et al.,
2009).

A reproducéo desse fungo quitridio ocorre a partir de duas fases assexuadas, na qual
a primeira ndo é movel, onde suas estruturas iniciais crescem nos tecidos queratinizados do
animal e a segunda sendo mével na qual os zodsporos séo liberados (BERGER, 1998).

Rhinella granulosa Spix (1824) € um anuro de tamanho moderado, em torno de 5,0
cm, podendo ser encontrada nas regifes Sudeste e Nordeste (Com excecdo no Maranh&o),
sendo predominante em ambientes abertos e secos, conspicuo da Caatinga (NARVAIS;
RODRIGUES, 2009).

Diante dos fatos apresentados o presente trabalho consiste na identificacdo de fungos
em anfibios especificamente na espécie Rhinella granulosa da Ordem Anura, Classe
Amphibia, Género Rhinella da Familia Bufonidae.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar a ocorréncia de fungos em tegumento de Rhinella granulosa.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar por exame externo se 0s espécimes exibem lesdes que caracterizam a doenga

fangica;

- Avaliar a presenga de fungos por meio de cultura por swabs em placa.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Anfibios

Os anfibios sdo os primeiros animais tetrapodes a ocuparem o0 ambiente terrestre
(POUGH; JANIS; HEISER, 2008). O nome “anfibio”, deriva do grego e significa "vida
dupla”, pode ser interpretado de duas maneiras: um animal que tem uma fase inicial de
desenvolvimento na dgua e outra na terra ou como um animal que alterna sua vida dentro e
fora da agua (RAMALHO, 2015).

De acordo com a "Lista Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas de
Extincdo", 40 espécies de anfibios brasileiros encontram-se, em alguma categoria de ameaca
(RAMALHO, 2015).

A ordem anura incluem os populares sapos, rds e pererecas, sendo encontrados no
Brasil em praticamente todos o0s ecossistemas (SEGALLA; LANGONE, 2004). Séo
extremamente sensiveis a alteragdes ambientais, que na maioria das vezes sdo causadas por
atividades humanas. Em funcéo destas vulnerabilidades, sdo considerados os vertebrados mais
ameacados do mundo. (MALAGOLI, 2013).

Dentre as Familias da ordem Anura, no Brasil a Familia Bufonidae é a terceira com
maior quantidade de espécies descritas, com 85 espécies, sendo 40 delas pertencentes ao
género Rhinella (SEGALLA et al.,, 2016). Estes animais apresentam pele de suma
importancia por esta relacionada com a respiracdo cutanea, osmorregulacdo e defesa contra
predadores e microorganismo patdgenos (OLIVEIRA, 2014).

Cerca de 30% das espécies do grupo de sapos, rds e pererecas sofrem ameaca de
extin¢cdo, ja tendo sido extintas 35 dessas espécies. (VERDADE et al., 2010). O répido
declinio nas populacdes de vérias espécies de anuros ao redor do mundo ressalta a

necessidade e urgéncia no conhecimento da anurofauna (CONTE, 2010).

3.2 Declinio dos anfibios

Os declinios nas populagdes de anfibios tém implicacdes significativas para o
funcionamento de muitos ecossistemas terrestres e podem significar importantes implicagoes

para 0 bem-estar humano (GARDNER, 2001). As mudancas que vem ocorrendo devido a
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acdo humana, nas areas naturais, podem contribuir um cendrio propicio de doencas em alta
escala (ASSIS, 2011).

Essa diminuicdo se deve a fatores como aparecimento de novos predadores no
ecossistema, destruicdo do seu ambiente, alteracbes no clima ou doencas infecciosas
(COLLINS, 2010). Dentre as doencas infecciosas destaca-se a quitridiomicose, que é uma
doenga causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (LONGCORE; PESSIER,;
NICHOLS, 1999). Os parasitas também possuem grande parcela na mortalidade e declinio
dos anfibios (CAREY et al., 2003).

Este declinio pode afetar drasticamente outros organismos importantes
ecologicamente bem como os seres humanos (BLAUSTEIN et al., 2011).

3.3 Rhinella granulosa (Anura Bufonidae)

A espécie Rhinella granulosa é um sapo de reproducdo explosiva, desova em lagoas
temporarias apds chuva forte. Pode formar encontros reprodutivos que ndo duram mais do que
um ou dois dias (NARVAIS; RODRIGUUES, 2009). Espécie predominante da caatinga,
presente no estado do Piaui (ROBERTO; RIBEIRO; LEOBMANN, 2013).

A R. granulosa possui caracteristicas como dorso marrom com manchas irregulares
mais escuras e ventre esbranquicado ou creme com pontos escuros (BENICIO; FONSECA,
2014). Espécie caracterizada por ter uma pequena glandula paratéide localizada atrds dos
olhos e cristas cranianas bem desenvolvidas e queratinizadas (NARVAIS; RODRIGUES,
2009).

3.4 Quitridiomicose — Doenca

Ha ocorréncia de varios fatores que contribuem para o rapido declinio de anfibios,
dentre eles se destaca a quitridiomicose, uma doenca emergente causada pelo fungo Bd
(LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999).

A quitridiomicose ameaca a populacdo mundial de anfibios, por causar declinio
populacional e a extincdo de diversas espécies, alguns sugerem que essa doenca seja
responsavel pela maior perda de diversidade de vertebrados, ja detectada (RAMALHO,
2015).
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A infeccdo por essa doenca causa hiperplasia, ou seja, aumento desordenado de
células epiteliais, além de hiperqueratose producdo de queratina em excesso, essas alteracoes
sdo fatais para os anfibios (VOYLES et al., 2009).

Os animais mais ameacados de extin¢do do planeta sdo os anfibios, possuindo como
fatores mais importantes a perda de habitat e a presenca da quitridiomicose. (LAMBERTINI,
2014).
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4 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi desenvolvido na Universidade Federal do Piaui, Campus Senador
Helvidio Nunes de Barros (CSHNB-UFPI) (Figura 1B), localizada no municipio de Picos-PI
(Figura 1A).

Figura 1 - A — Mapa do estado do Piaui esbogando o municipio de Picos. B — Local onde as coletas foram
realizadas.

~5
N
Lo -'/

Fonte: Google mapas. Fonte: Ufpi.com. br.

4.1 Preparacao de materiais

Para a verificacdo dos fungos, foram utilizado swabs estéreis (haste flexiveis com
algodao nas pontas) (Figura 2) nos espécimes coletados, com mascaras, luvas, pingas, tubos
de ensaio, alcool 70% e material para etiquetar, mantendo o controle da pesquisa.

Figura 2 - Swabs estéreis.

Fonte: Autor, 2019.
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4.2 Coletas de Rhinella granulosa

Os espécimes de anfibios de Rhinella granulosa (Figura 3A) foram coletados e
analisado no CSHNB por busca ativa, mensalmente entre o periodo de agosto de 2018 a
fevereiro de 2020, compreendendo as duas estacdes seca e chuvosa, durante o periodo noturno
(autorizacgéo do Instituto de Chico Mendes de Meio Ambiente n°® 62270-1).

Para cada espécime de Rhinella granulosa os swabs foram passados trés vezes nas
seguintes partes do corpo: tegumento, regido inguinal, membros e patas, trocando os palinetes
para cada loco onde o fungo comumente coloniza. Em seguida, os swabs foram levados para o
laboratdrio de Pesquisa 111 do CSHNB-UFPI. Os espécimes foram fotografados e liberados no

mesmo local apds a andlise (Figura 3B).

Figura 3 - A — Espécime de Rhinella granulosa. B — Realiza¢do do swab na R. granulosa.

e

Fonte: Autor, 2018.

4.3 Analise microbioldgica

Para analise dos fungos, inicialmente foi preparado o meio de cultura. Foram
utilizados 65g de Sabourad Dextrose Agar para um litro de agua destilada. Esta mistura foi
aquecida a 110°C, logo apo6s foi submetida a um agitador magnético. Feito isso, essa mistura

foi adicionada em placas de Petri onde o material foi semeado. Em seguida, as placas foram
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incubadas por 24 horas, em tempereatura 24°C a 25°C (ideal para o nascimento dos fungos)
(Figura 4 A-B).

Figura 4 - A — Placas de Petri semeadas. B — Placas colonizadas e placas controle.

-

Fonte: Autor, 20109.

O material bioldgico presente foi distribuido no &gar com o swab, sendo esse
procedimento realizado na Cabine de fluxo laminar em condigdes assépticas. As placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica a temperatura de 37°C por 48 horas (Figura 5A). Placas
com apenas agar sabourad foram usadas como controle.

Passado esse tempo, foram preparadas laminas a fresco e coradas com azul de
toluidina na capela de fluxo lamina (Figura 5 B-C). As laminas foram fotografadas no
laboratdrio de pesquisa I, em microscépio de analise de imagem (Figura 5D). As fotografias
foram analisadas no laboratério de pesquisa Ill, para identificar os tipos de fungos

colonizados.



Figura 5 - A — Estufa bacterioldgica a 37° C. B — Preparacéo de laminas a fresco e coradas com azul de
toluidina. C — Laminas preparadas. D — microscopio de analise de imagem.

Fonte: Autor, 2019. Fonte: olympus.com.ru

19
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados amostras biolégicas de 32 espécimes de Rhinella granulosa
(Figura 6) encontradas nas estagoes seca e chuvosa, ndo sendo observado lesdes externas que

caracterizasse a doenca quitridiomicose.

Figura 6 - R. granulosa.
L N

Fonte: Autor, 2019.

Das onze placas da estacdo seca, foram observadas de duas a cinco tipos de col6nias
em cada placa (Tabela 1). J& na estacdo chuvosa foram analisadas vinte e uma placas, onde
observou de um a oito tipos de colonias (Tabela 2).

Tabela 1 - Quantidade de colnias em cada placa de meio Sabourad da estagéo seca.

Estacéo seca Quantidade de colbnias
PLO1 05
PL 02 03
PL 03 02
PL 04 02
PL 05 03
PL 06 02
PL 07 05
PL 08 03
PL 09 02
PL 10 02
PL 11 03

Fonte: Autor, 2021.

Tabela 2 - Quantidade de col6nias em cada placa de meio Sabourad da esta¢do chuvosa

Estacdo chuvosa Quantidade de colénias
PL 01 03
PL 02 02
PL 03 04

PL 04 03
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PL 05 08
PL 06 02
PL 07 02
PL 08 03
PL 09 02
PL 10 03
PL 11 01
PL 12 02
PL 13 01
PL 14 02
PL 15 03
PL 16 01
PL 17 03
PL 18 02
PL 19 01
PL 20 02
PL 21 02

Fonte: Autor, 2021.

Os primeiros relatos do Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) em populacGes de
anfibios na Mata atlantica datam de 1981, e estariam correlacionados aos primeiros declinios
da populagédo de anuros no Brasil (ASSIS, 2011). BENICIO et al. (2019) publicaram o
primeiro relato de Bd encontrado na Universidade Federal do Piaui, por meio de biologia
molecular. Mas a doenca quitridiomicose ndo foi encontrada nos espécimes de Rhinella
granulosa, podendo estd agindo como uma espécie de reservatorio de Bd.

Neste estudo ndo foram encontradas colénias de Batrachochytrium dendrobatidis,
devido a resisténcia do tegumento, por serem terrestres e o fungo aquético, as coldnias quando
formadas fora da 4gua degradam rapidamente, impedindo a identificacdo, demonstrando que o
tegumento da R. granulosa é resistente ao fungo.

Foram identificados os fungos: Aspergillus niger (A); Rhizopus stolinofer (B);

Aspergillus spp (C); Curvilaria sp (D); Penicilium sp (E) (Figura 7A-E).

Figura 7 - A - Aspergillus niger.

Fonte: Autor, 2020.
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Figura 7 - B - Rhizopus stolinofer. C - Aspergillus spp. D - Curvilaria sp. E - Penicilium sp.

Fonte: Autor, 2020.

O Brasil é considerado um pais dotado de uma grande diversidade de anfibios
(OLIVEIRA, 2014), no qual as patogenias apresentam uma ameaca cada vez maior para as
comunidades de anuros.

Os fungos identificados nas estacGes seca e chuvosa deste estudo sdo fungos nédo
patogénicos, considerados comuns ao local habitado pela espécie, sem causar nenhum tipo de

perigo aos espécimes de R. granulosa.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento deste trabalho resultou na identificagdo dos fungos encontrados
em tegumento de R. granulosa da Universidade Federal do Piaui;

Foi possivel observar que os espécimes de Rhinella granulosa estudados no Campus
Senador Helvidio Nunes de Barros, Picos-Pl, ndo apresentavam lesdes externas que indicasse
a doenca fangica quitridiomicose;

Com a técnica utilizada ndo foi encontrado o fungo Batrachochytrium dendrobatidis,
causador da quitridiomicose, encontrados apenas fungos ndo patogénicos para a R. granulosa,

como, Aspergillus niger, Aspergillus spp, Curvilaria sp, Penicilium sp e Rhizopus stolinofer.
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