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RESUMO

A biodiversidade de anfibios no Brasil € a maior do mundo com 1.093 espécies descritas, sendo
a ordem Anura a mais diversificada. Os anfibios possuem ciclo biol6gico constituido de uma
fase aquatica e outra terrestre, seu tegumento possui glandulas mucosas e de veneno, que lhes
conferem protecao contra predadores e microrganismos. Deste modo sua pele desempenha uma
série de funcdes vitais como respiracao, transporte de agua e solutos, regulacdo da temperatura
corporea e a defesa contra o ataque de microrganismos, alguns deles letais. Neste estudo
investigamos de forma ndo invasiva, o tegumento da rd aquéatica Leptodactylus macrosternum
Miranda-Ribeiro, 1926 a fim de identificar a ocorréncia de fungos. As coletas realizadas atraves
de encontro por busca ativa, ocorreram mensalmente nas estacfes seca e chuvosa entre janeiro
de 2019 a fevereiro de 2020 em diferentes locais do campus da Universidade Federal do Piaui,
Picos-Pl. Um total de trinta espécimes foram encontrados. Para analise em campo, 0s espécimes
foram submetidos a aplicacdo de swabs no tegumento e membros, fotografados e soltos no
préprio local de coleta, posteriormente em laboratorio cada swab foi submetido ao meio de
cultura para fungos em placa de dgar Sabouraud e colocadas em estufa & 37°C por 72 horas.
Apos esse tempo as placas foram analisadas quanto ao crescimento de colénia. A identificagdo
de fungos de cada placa foi realizada por meio da producédo de laminas a fresco e coradas com
azul de toluidina, analisadas e fotografadas em microscépio optico para analise de imagem. Por
meio da técnica utilizada foi possivel identificar pela morfologia os seguintes taxa de fungos
nos espécimes de L. macrosternum: Aspergilus spp, Levedura, Aspergilus niger, Penicilium sp,
Rhizopus sp. Por meio das analises, os fungos identificados em tegumento de L. macrosternum
em ambas as estagdes seca e chuva, sdo considerados fungos ndo patogénicos e que fazem parte
do habitat natural da espécie e do seu ambiente.

Palavras-chave: Anura; Fungos; Piaui.



ABSTRACT

The biodiversity of amphibians in Brazil is the largest in the world with 1,093 described species,
with the Anura order being the most diversified. Amphibians have a biological cycle consisting
of an aquatic and a terrestrial phase and their integument has mucous and venom glands, which
give them protection against predators and microorganisms. In this manner, their skin performs
a series of vital functions such as breathing, water and solute transport, regulation of body
temperature, and defense against attack by microorganisms, some of them lethal. In this study
we investigated, in a non-invasively way, the integument of the aquatic frog Leptodactylus
macrosternum (Miranda-Ribeiro, 1926) in order to identify the occurrence of fungi. The
collections carried out through a monthly active search encounter occurred during the dry and
rainy seasons between January 2019 and February 2020, in different locations on the campus
of the Federal University of Piaui, in Picos, Piaui. A total of thirty specimens were found. For
field analysis, the specimens were subjected to swabs on the integument and limbs and then
photographed and released at the collection site. Later, in the laboratory, each swab was
subjected to the fungal culture media on a Sabouraud agar plate and placed in a greenhouse at
37 ° C for 72 hours. After that time, the plates were analyzed as for colony growth. The
identification of fungi in each plate was carried out through the production of slides stained
with toluidine blue. These slides were analyzed and photographed under an optical microscope
for image analysis. By means of the technique used, it was possible to identify through
morphology the following rates of fungi in specimens of L. macrosternum: Aspergilus spp,
Yeast, Aspergilus niger, Penicilium sp, Rhizopus sp. From the analysis, the fungi identified in
integuments of L. macrosternum during both dry and rainy seasons are considered non-

pathogenic fungi and are part of the species’ natural habitat and its environment.

Keywords: Anura; Fungi; Piaui.
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1 INTRODUCAO

Segundo FROST (2020), sdo reconhecidas atualmente cerca de 7.245 espécies de
anfibios anuros no mundo, dentre elas 1.093 ocorrentes no Brasil (SEGALLA et al, 2019). A
biodiversidade de anfibios no Brasil & a maior do mundo, sendo a ordem Anura a mais
diversificada (SEGALLA et al, 2016).

Convém salientar que os anfibios sdo conhecidos por possuirem ciclo bioldgico
constituido de uma fase aquética larval (girino) e outra terrestre (adulta), e em seu tegumento
sdo descritos dois tipos de glandulas: as mucosas e as de veneno ou granulosas, que lhes
conferem protecdo contra predadores e contra microrganismos presentes no seu habitat (WELL,
2007; POUGH, 2008).

S&o divididos em trés ordens: Anura, Urodela e Gymnophiona, esses grupos séo
dotados morfologicamente de caracteristicas muito diferentes entre si (WALLS, 2007). A
ordem Urodela de acordo com SANTOS et al (2006), destaca-se, dentre suas caracteristicas, a
capacidade de regenerar cornea, retina, mandibula, membros e sec¢des do coracdo. Para VITT
et al (2014), os espécimes da ordem Gymnophiona sdo caracterizadas por um corpo alongado,
anelado e sem membros, olhos cobertos por pele ou por estrutura 6ssea, um par de tentaculos
sensoriais e um cranio bem ossificado.

Os anuros sao caracterizados pelo fato de o adulto ndo apresentar cauda e por possuir
0s membros posteriores desenvolvidos e adaptados ao salto. A emissdo de sons gerados pelos
machos € mais uma caracteristica distintiva dos anuros HADDAD et al (2008). Elucida-se que
desde meados da década de 1980 tem-se observado diminuicdes de anfibios em proporcéo
mundial, e varias sdo as causas contribuintes para esse decréscimo, tais como: novos predadores
introduzidos no ecossistema, mudancas climaticas, doencas infecciosas e destruicdo de habitats
(OLIVEIRA, 2014).

Parte significativa da respiragdo dos anuros é feita através da pele, que é permeével e
tende estar constantemente Umida, caracteristicas que fazem esses animais serem bastante
vulneraveis a dessecacdo. Como meio de reduzir o risco de dessecacao, estes repousam durante
o dia, evitando o sol e as altas temperaturas, e saem apds o pér-do-sol. A pele dos anfibios
desempenha uma série de fungdes vitais como, o transporte de agua e solutos, a regulacdo da
temperatura corporea e a defesa contra o ataque de microrganismos e predadores (LEITE et al,
2005).
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Devido ao fato da pele dos anuros estarem em contato com ambientes desfavoraveis,
como 0s rios contaminados e esgotos, tem contribuido como porta de entrada para varios
ectoparasitas e alguns deles letais (CAREY, 1993; JOHNSON et al, 1999; WELL, 2007).

Tem-se verificado que os fungos, carrapatos, bactérias e helmintos tem adquirido
resisténcia aos compostos bioativos do tegumento dos anuros; ou seja, apesar das substancias
liberadas pelas glandulas de veneno espalhadas por todo o seu tegumento, 0s patdgenos estdo
conseguindo sobreviver e com isto, tém ocasionado serios danos ao seu hospedeiro (COSTA et
al, 2012).

Convém salientar que algumas doencas nos anfibios possuem origem bacteriana,
fangica e viral. Dentre as de razdo bacteriana estdo as dermatosepticemia bacteriana,
micobacteriose, flavobacteriose e clamidiose (RAMALHO, 2015). O distarbio viral mais
comum € a ranovirose, entre as doencas fungicas, prevalentemente estdo as quitridiomicose,
zigomicose, cromomicose, ictiofoniase e saprolegniose. No meio dessas enfermidades
prejudiciais, a quitridiomicose é a de maior relevancia para os anfibios COSTA et al (2012),
pois este fungo ataca o tecido queratinizado possuindo uma capacidade de letalidade bastante
alta para individuos recém-metamorficos VIEIRA et al (2013). Alimenta-se de quitina, celulose
e queratina, tanto nos anfibios em fase adulta como também na fase larval (LONGCORE;
PESSIER; NICHOLS, 1999).

Deste modo, o presente trabalho avaliou a ocorréncia de fungos encontrados sobre 0

tegumento de Leptodactylus macrosternum (Anura: Leptodactylidae)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar a presenca de fungos no tegumento de Leptodactylus macrosternum.

2.2 Objetivos Especificos

- Averiguar a ocorréncia de fungos em espécimes de Leptodactylus macrosternum.

- ldentificar os taxa de fungos que podem estar presentes no tegumento e membros de L.

macrosternum
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Anfibios

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 4gua e outra na terra
ou como um animal que alterna sua vida dentro e fora da &gua (RAMALHO, 2015).

A classe Amphibia corresponde ao grupo que engloba os animais conhecidos como
Gymnophiona (cobras-cegas), Urodela (salamandras), Anura (sapos, rds e pererecas), sendo
este Ultimo grupo o mais diversificado no Brasil e no mundo, um grupo de grande importancia
ecoldgica, tanto por sua grande diversidade quanto pelo fato de corresponderem a um grupo de
interface entre a 4gua e a terra (HADDAD et al, 2008).

Os anuros sdo extremamente suscetiveis as alteragdes ambientais. Sendo, potenciais
indicadores da qualidade de inumeros ambientes (MARCIO et al, 2007). As alteracdes do meio
em que vivem, podem ocasionar mudangas ou degradacéo do ambiente afetando drasticamente
seu ciclo de vida, gerando estresse e até enfermidades (FRANCINE et al, 2015).

Sabe-se que o Brasil € reconhecido por abrigar a maior heterogeneidade de anfibios do
mundo. No entanto nos Gltimos anos 0 aumento no declinio de suas espécies tem alertado toda
a comunidade cientifica, pelo fato de que estes dados devem ser bem mais relevantes por terem
taxas inclusos que possivelmente ainda ndo foram descritos, sendo extintos sem terem sidos
descobertos (ROBERTO et al, 2013).

Cerca de 30% das espécies de anuros sofrem ameaca de extingéo, ja tendo sido extintas
35 dessas espécies. (VERDADE et al, 2010).

3.2 Leptodactylus macrosternum (Anura Leptodactylidae)

A familia Leptodactylidae da ordem Anura é representada por 99 espécies distribuidas
em quatro géneros (Hydrolatetare, Leptodactylus, Paratelmatobius e Scythrophrys), sendo
Leptodactylus o mais numeroso, composto por 88 espécies (FROST,2016 apud CHAVES,
2016. p. 9).

Possui dorso acinzentado com pregas longitudinais proeminentes, habito noturno e tem
como habitat preferencial corpos de agua Iénticos como banhados, arroios, e canais onde vive
em meio a gramineas (FROST,2016 apud CHAVES, 2016. p. 9).
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A espécie Leptodactylus macrosternum, Miranda-Ribeiro,1926, é considerada uma
espécie generalista e bem adaptada a areas perturbadas, sendo amplamente distribuida no
semiarido, e facil de detecta-lo durante os periodos de chuva (CHAVES et al, 2017b).

3.3 Importéancia ecoldgica dos anuros e o declinio de suas populagdes

Os animais mais ameacados de extin¢do do planeta sdo os anfibios, possuindo como
fatores mais importantes a perda de habitat (LAMBERTINI, 2014). Pelo fato de possuirem pele
fina e permeével e, na maioria dos casos, fase larval em ambiente aquético, esses animais séo
muito sensiveis a alteracdes tanto do ambiente aquatico como do solo e do ar (VERDADE et
al, 2010).

Segundo Beebee et al (2005), a perda do habitat como a presenca de ambientes
contaminados, atuam gradativamente ocasionando a perda de anfibios nestes locais. Contudo o
maior desafio permanece na extrapolacdo de dados experimentais para efeitos a nivel de
populacdo, e no desenvolvimento de metodologias que fornecam discricdes imparciais da
dindmica da populacéo de anfibios.

A maioria das pesquisas relacionadas ao declinio de anfibios tem se concentrado na
deteccdo do fungo patogénico Batrachochytrium dendrobatidis. Este fungo é o principal
patdgeno detectado em todo o mundo. No entanto tem-se a ocorréncia de outro fungo como
causa de mortalidade em Anfibios na América do Norte: a espécie- Saprolegnia ferax
(SALCEDO et al, 2011).

Os anuros sdo considerados bioindicadores e biocontroladores, 0 que 0s tornam
suscetiveis a alteracGes no ambiente, tanto fisicas (umidade e temperatura, por exemplo) como
quimicas (poluicdo, por exemplo). A sensibilidade de algumas espécies permite dizer que o
ambiente ndo vai bem quando deveriam estar presentes e ndo estdo (VERDADE et al, 2010).
Além disso, tambeém sdo considerados bioindicadores de populacdes de insetos, inclusive de

pragas agricolas (OLIVEIRA et al, 2015) sendo de suma importancia para o meio ambiente.

3.4 Agentes patogénicos

Vaérios parasitas ja foram registrados em anuros como por exemplo: bactérias, fungos,

protozoarios, helmintos e artropodes. Apesar do grande nimero de espécies de carrapatos
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existentes, apenas seis foram registradas parasitando anuros do género Rhinella no Brasil, sendo
Amblyomma dissimile e A. rotundatum as mais comuns (LUZ et al, 2013).

Os é&caros também podem parasitar anfibios, principalmente os da ordem
Trombidiformes, pertencentes a 5 familias (Cloacaridae, Pterygosomatidae, Harpirhynchidae,
Trombiculidae e Leeuwenhoekiidae), acarretando danos aos seus hospedeiros (ROLDAN,
2015).

Segundo Hawksworth, (2001) em 1990, a magnitude da diversidade de fungos foi
estimada a 1,5 milhGes de espécies na Terra, tendo apenas 5% identificados até o0 momento. A
propagacao dos fungos se da por meio de diversos fatores naturais, como a a¢ao do vento e da
chuva.

O fungo quitridio Batrachochytrium dendrobatidis, pode ser considerado responsavel
por alguns declinios da populacdo de anfibios, mas permanece incerto se eles sdo de causas
primarias ou secundarias (BEEBEE et al, 2005). BENICIO et al. (2019) foi o primeiro a
registrar a ocorrencia de B. dendrobatidis no municipio de Picos-Pi em duas espécimes

diferentes de anfibios.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de Coleta

O material de estudo obtido, foi coletado na Universidade Federal do Piaui, Campus
Senador Helvidio Nunes de Barros-CSHNB, em Picos-PI1. Nas areas proximas aos laboratdrios,
blocos e 0 RU-Restaurante Universitario. Regido de clima semiarido, com latitude de 7. 08699,
longitude 41.4699 (Figura 1, A e B).

oy o s

Figuras 1 A, B: Locais onde as coletas foram realizadas.

Fonte: ufpi.com.br 2021 Fonte: ufpi.com.br 2021

4.2 Estudo de campo

As coletas foram divididas de acordo com as esta¢Oes seca e chuvosa, realizadas a cada
trinta dias entre janeiro de 2019 a fevereiro de 2020 durante o periodo noturno, utilizando a
metodologia por busca ativa (Autorizagcdo n° 62270-1, ICMBIo, Instituto Chico Mendes de
Biodiversidade). (Figura 2).

Figura 2: Espécime de Leptodactylus macrosternum

~ U ’
N \ - Py
e - A SRR
/




17

Os espécimes coletados foram analisados inicialmente por exame externo para detectar
a presenca de possiveis lesdes, posteriormente submetidos a metodologia para identificacdo de
fungos, por meio da aplicacao de swab estéreo (haste flexiveis com algodao nas pontas) no seu
tegumento, sendo um swab para cada individuo (Figuras 3, A e B).

Os swabs nos espécimes foram aplicados em seu tegumento e membros
individualmente para evitar contaminagéo, em cada individuo o swab foi aplicado 3 vezes, em
cada uma das regifes: inguinal direita e esquerda, membranas interdigitais dos membros
inferiores e superiores, direito e esquerdo. Locais onde tem colonizacdo de alguns ectoparasitos
de relevancia (HYATT et al, 2007).

Os espécimes foram fotografados e liberados logo em seguida no local onde cada

espécime foi coletado.

Figura 3 A: Exame externo, espécime Figura 3 B: Aplicacdo do swab no
de Leptodactylus macrosternum.

tegumento de L. macrosternum.

Fonte: Autor, 2019. Fonte: Autor, 2019.

4.3 Semeadura em meio de cultura

Apos os procedimentos realizados em campo, os swabs foram encaminhados ao
laboratdrio de Pesquisa Il (Biodiversidade), para semeadura ao meio de cultura em placas de
agar sabouraud. O meio de cultura utilizou 65g de Sabourad Dextrose Agar em um litro de 4gua
destilada, onde foi aquecida a 110°C, posteriormente adicionada em placas de Petri e incubadas
por 24 horas em geladeria com tempereatura 24°C a 25°C.

A aplicagdo ao meio de cultura foi realizada com o auxilio de luvas, mascaras, tocas,

alcool 70% para limpeza da bancada, no intuito de evitar contaminag&o.
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As placas semeadas foram colocadas em estufa no laboratério de microbiologia, 4 37°C
por um periodo de 72 horas. Apés esse tempo as placas foram analisadas quanto ao crescimento
de cultura, na qual houve a colonizacdo em todas as placas exceto nas de controle (Figuras 4,
Ae B).

Figura 4 A: Placas de &gar na estufa ap6s 24 horas. Figura 4 B: Placas de agar ap6s 72 horas na estufa.
Estagdo seca. Estacao chuvosa.

Fonte: Autor, 2018, Fonte: Autoria, 2019.

4.3 Analise em laboratoério

A identificacdo dos tipos de coldnias de fungos em cada placa foi realizada por meio
da producgéo de laminas a fresco e laminas coradas com azul de toluidina, na capela de fluxo
laminar (ambiente estéreo) do laboratério de microbiologia (Figura 5).

Logo em seguida, foram feitas fotografias em microscépio Optico de analise de
imagem, do laboratério de oncologia, Pesquisa | (Figura 6) cujas imagens obtidas foram

analisadas e identificadas até o nivel de espécie, quando possivel.

Figura 5: Preparagdo das laminas na Figura 6: Identificagdo em microscopio
capela de fluxo laminar. Optico de analise de imagens.

—

mmmmm

Fonte: Autor, 2019. o Fonte: Autor, 2019.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo do trabalho, foram coletados e analisados 30 espécimes de Leptodactylus
macrosternum, sendo 13 na estacdo seca e 18 na estacdo chuvosa. As andlises das placas
referentes a cada individuo encontrado nas estacOes seca continham a presenca de uma a quatro
tipos de colbnias diferentes em cada placa (Tabela 1). Na estacdo chuvosa foram de uma a trés

tipos de colbnias (Tabela 2).

Tabela 1: Relagdo do nimero de c6lonias e espécies de fungos por espécimes
de L. macrosternum, nas estacdes seca e chuvosa.

Espécimes/Estagédo Seca Numero de Coldnias Espécies de Fungos

01 04 Aspergilus  spp, Levedura,
Rhizopus sp, Aspergilus niger

02 03 Rhizopus sp, Levedura,
Aspergilus spp

03 02 Levedura, Penicilium sp

04 04 Aspergilus  spp, Levedura,
Rhizopus sp, Aspergilus niger

05 03 Rhizopus sp, Aspergilus spp,
Penicilium sp

06 03 Aspergilus  spp, Levedura,
Rhizopus sp

07 01 Aspergilus niger

08 01 Aspergilus niger

09 01 Levedura

10 01 Aspergilus niger

11 02 Levedura, Rhizopus sp

12 02 Aspergilus spp, Levedura

Espécimes/ Estagdo Chuvosa

01 03 Levedura, Penicilium sp,
Rhizopus sp

02 02 Penicilium sp, Rhizopus sp

03 02 Aspergilus spp, Levedura

04 02 Levedura, Penicilium sp

05 02 Levedura, Rhizopus sp

06 01 Rhizopus sp

07 02 Penicilium sp, Rhizopus sp

08 03 Aspergilus spp, Levedura

09 01 Levedura

10 01 Levedura

11 03 Aspergilus  spp, Levedura,
Rhizopus sp

12 01 Levedura

13 03 Penicilium sp, Rhizopus sp,
Levedura

14 02 Penicilium sp, Rhizopus sp
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Continuagao dabela 1: Relagdo do nimero de cblonias e espécies de fungos por espécimes
de L. macrosternum, nas estagfes seca e chuvosa.

15 01 Rhizopus sp

16 01 Levedura

17 02 Penicilium sp, Levedura
18 01 Aspergilus niger

Fonte: Autor, 2020

A maior variacdo quanto ao nimero de coldnias de fungos ocorreu na estacdo seca
onde se registrou até quatro tipos de coldnias, indicando que os fungos predominam mais no
clima seco. No entanto o maior numero de espécimes de anuro coletado se d& na estacdo
chuvosa por se tratar de uma espécie aquatica.

Os anfibios sofrem diversos fatores de ameacas de forma natural ou provocada,
fazendo essas espécies declinar diante da perda de seu habitat e por meio de doencas emergentes
(SILVA, 2018); vérias destas doencas se propagam por meio de fungos, que prejudicam o seu
desenvolvimento no meio ambiente podendo levar a morte.

No presente estudo os espécimes analisados apresentaram pelo menos um tipo de

fungo no tegumento, apGs 0s swabs serem semeados nas placas (Figura 6 A e B).

Figura 6 A: Placas com colbnias de Figura 6 B: Placas com col6nias de fungos depois
de andlise estagdo chuvosa.

£

Fonte: autor, 2019.

Por meio da técnica de cultura para fungos, foram encontrados principalmente nas
placas, representantes dos taxa Aspergilus spp (A), Levedura (B), Aspergilus niger (C),
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Penicilium sp (D), Rhizopus sp (E). (Figuras 7, 8, 9, 10, 11). Dos quais se mantiveram presentes
sem alteracOes em ambas as estacdes seca e chuvosa.

Figura 7 - A Aspergillus spp. B- Levedura.

Figura 8 - C Aspergillus niger.

Fonte: autor, 2019. Fonte: autor, 2019.

Figura 9 - A Aspergillus spp. B - Levedura. Figura 10 - D Penicilium sp. B —Levedura.

Fonte: au'tor, 2019. o Fonte: autor, 2019.

Figura 11 — B - Levedura . E - Rhizopus sp.

Fonte: autor, 2019.
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Os fungos identificados no presente trabalho nas espécies de L. macrosternum, sdo
considerados fungos ndo patogénicos para a espécie. De acordo com Vidal (2016) diversos
anuros apresentam um arsenal quimico poderoso em sua pele para utilizar como protecédo contra
bactérias e fungos. E de conhecimento cientifico que tais ectoparasitas venham ao longo do
tempo adquirindo imunidade a a¢do de defesa dos anuros, que é usada pela liberagdo de veneno

por meio de suas glandulas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo identificou a presenca de fungos no tegumento de Leptodactylus
macrosternum (MIRANDA-RIBEIRO,1926) ocorrentes no municipio de Picos-Pl.

Os fungos analisados foram identificados sendo os taxa Aspergillus niger, Aspergillus
spp, Levedura, Penicilium sp, Rhizopus sp.

Os fungos encontrados no tegumento de L. macrosternum séo considerados fungos nao
patogenicos para a espécie de anuro e que fazem parte do seu habitat natural.

Nossos resultados permitem inferir que mais estudos devem ser realizados para se

conhecer se existe uma funcdo especifica desses fungos encontrados com 0s anuros estudados.
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