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RESUMO

SANTOS, Roseli Coelho. VARIA(;AO NA INTENSIDADE DE INFECC;AO POR
Batrachochytrium dendrobatidis EM POPULACOES DE RA-TOURO NA REGIAO
SUL DO BRASIL. Dissertacdo (Mestrado). Programa de PoOs Graduacdo em
Ciéncias Ambientais. Universidade Comunitaria da Regido de Chapecd. 2018, 64 p.

A exotica ra-touro (Lithobates catesbeianus) é considerada propagadora do fungo
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), causador de quitridiomicose. A quitridiomicose
€ uma doenca emergente e relacionada a declinios populacionais e extingbes de
anfibios em diversos continentes. No Brasil, o cenario é preocupante devido a
elevada diversidade e endemismo de anfibios e a rapida expansao na ocorréncia de
populacdes de ra-touro nos ambientes naturais. Neste estudo, nés analisamos a
presenca de Bd em ra-touro e o papel dos ranarios como potencializadores na
dispersdo de quitridiomicose para 0os ambientes naturais. Realizamos o0 estudo em
seis ranarios e oito localidades com lagoas naturais no sul do Brasil, no periodo de
setembro de 2016 a maio de 2017. Quantificamos a prevaléncia e a intensidade de
Bd em amostras de secrecdo cutanea de ra-touro, com a técnica de gPCR.
Encontramos individuos infectados por Bd em todos os locais amostrados.
Registramos alta prevaléncia e baixa intensidade do fungo. Nos ranérios, 72,7% (n =
88) dos individuos estavam infectados e nas lagoas, 60,6 % (n = 94). A carga de
zoosporos de 5% dos individuos foi acima de 10.000. A prevaléncia de individuos
infectados n&o diferiu entre ranarios e ambientes naturais, mas entre os ranarios, o
tipo do manejo foi importante, sendo 0 manejo com ciclo de vida completo em
cativeiro relacionado as menores prevaléncias. A carga de zoO6sporos também nao
diferiu entre individuos de ranarios e de ambientes naturais, mas variou
significativamente entre locais de amostragem. A distancia entre os ranarios e as
lagoas ndo interferiu na prevaléncia e carga de zoésporos. As fémeas apresentaram
maiores cargas de zoosporos. Nas lagoas, a carga de zodsporos foi influenciada
pela temperatura da 4gua e nos ranarios, pela temperatura da agua, temperatura do
ar e pH. Embora os ranarios parecem nao influenciar na prevaléncia ou carga de
zooOsporos de individuos que vivem em lagoas préximas, eles podem estar atuando
como fonte constante de entrada de individuos e patégenos para os ambientes
naturais, especialmente em estabelecimentos com manejo aberto, ou seja, quando
parte do ciclo de vida ocorre fora do cativeiro. Neste sentido, é fundamental e
urgente a adocdo de medidas de monitoramento, manejo e controle de ranarios na
regido sul do Brasil.

Palavras-chaves: Conservacdo biolégica, Doencas emergentes, Espécie exdtica
invasora, Anfibios, Mata Atlantica.
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ABSTRACT

SANTOS, Roseli Coelho. VARIATION IN THE INTENSITY OF Batrachochytrium
dendrobatidis INFECTION IN BULLFROG POPULATIONS, IN SOUTHERN BRAZIL.
Dissertation (Master degree). Programa de Pos Graduagcdo em Ciéncias Ambientais.
Universidade Comunitaria da Regido de Chapec6. 2018, 64 p.

The bullfrog (Lithobates catesbeianus) is an invasive species and propagator of the
fungus Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) that causes chytridiomycosis, an
emerging disease related to population declines and extinctions of amphibians in
several continents. In Brazil, the situation is worrying due to the high diversity and
endemism of amphibians and the rapid expansion in the occurrence of bullfrog
populations in natural environments. In this study, we analyzed the presence of Bd in
bullfrog and the role of frog farms as potentiators in the dispersion of
chytridiomycosis to natural environments. We realized the study in six frog farms and
eight sites with natural ponds in southern Brazil, from September 2016 to May 2017.
We quantified the prevalence and intensity of Bd in cutaneous secretions of bullfrog,
using qPCR. We found individuals infected with Bd at all sites. We recorded high
prevalence and low intensity of the fungus. In the frog farms, 72.7% (n = 88) of the
individuals were infected and in the ponds just 60.6% (n = 94). The zoospore load of
5% of individuals was above 10,000. The prevalence of infected individuals did not
differ between the sites, but among the frog farms, the type of management was
important, and the management in captivity is related to lower prevalences. The
zoospores load also did not differ between frog farms and the natural environments,
but they varied significantly between the sampling sites.The distance between the
frog farms and the ponds did not interfere with the prevalence and load of zoospores.
Females presented higher zoospore loads. In ponds, the load of zoospores was
influenced by the water temperature, in the frog farms by the water temperature, air
temperature and pH. Although frog farms do not appear to influence in the
prevalence or load of zoospores, they may be acting as a constant source of input
from individuals and pathogens to natural environments, especially in establishments
with open management, with part of the life cycle out of captivity. In this sense, it is
fundamental and urgent to adopt frog farms measures of monitoring, management
and control, in the southern region of Brazil.

Keywords: Biological conservation, Emerging diseases, Invasive exotic species,
Amphibians, Atlantic rainforest.
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INTRODUCAO GERAL

Na segunda metade do século XX, iniciou um rapido e crescente declinio em
populacbes de anfibios em diversas regides do mundo (STUART et al., 2004).
Atualmente, cerca de 41% de todas as espécies se encontram ameacadas
(MONASTERSKY, 2014), sendo o grupo de vertebrados mais ameacado de extingao
(KILPATRICK et al., 2010; LAMBERTINI et al., 2013; MONASTERSKY, 2014).
Desde a década de 1990 (WAKE, 1991; HAYES et al.,, 2010), os registros de
declinios populacionais tem sido associados a fatores como perda e alteracao de
habitat, mudancas climéticas, contaminacdo quimica, doencas infecciosas e
introducdo de espécies exodticas (WAKE; VREDENBURG, 2008). Esses fatores
podem atuar em sinergia, acelerando os declinios e as extingbes (BEEBEE;
GRIFFITHS, 2005; CARNAVAL et al., 2006; ROCHA et al., 2006; WAKE;
VREDENBURG, 2008). A associacao de dois ou mais fatores podem gerar estresse
fisiolégico e reduzir a imunidade dos anfibios, facilitando a ocorréncia de infec¢des
por agentes patogénicos (SCHAR et al., 2004; HAYES et al., 2010).

A invasdo de espécies exoticas é observada em praticamente todos os
ecossistemas, sendo considerada a segunda maior causa de perda de
biodiversidade no mundo (BELLARD et al., 2012; 2014). As espécies exoticas
afetam quimica, fisica e biologicamente os ambientes naturais, promovendo
degradacéo e alteracdes na estrutura e funcionamento dos ecossistemas (PYSEK;
RICHARDSON, 2010). A introducdo de espécies exoéticas pode ser de origem
acidental ou intencional, com objetivo de controle bioldgico, alimentacéo, estética ou
entretenimento (TINGLEY et al.,, 2010; KUMSCHICK; RICHARDSON, 2013). No
entanto, o sucesso do estabelecimento da espécie na nova regido depende da sua
habilidade para sobreviver, reproduzir, dispersar e interagir com as espécies na
comunidade local (PYSEK; RICHARDSON, 2012). Para ser considerada invasora,
uma espécie deve passar por um processo complexo que envolve a sequéncia de
quatro estagios (GARCIA-BERTHOU, 2007; BLACKBURN et al., 2011). O primeiro &
o transporte do local de origem para a nova area, o segundo € a liberacdo para o
ambiente natural de forma intencional ou acidental, o terceiro é o estabelecimento da
espécie na nova area e 0 quarto estagio é caracterizado pela disseminacdo no

ambiente invadido (TINGLEY et al., 2010). Assim, as espécies exoticas se tornam
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invasoras, com registro de populacdes que se mantém ao longo de varios ciclos de
vida, com periodo reprodutivo definido, aumento populacional, com individuos
espalhados em regides distantes do local de introducédo, demonstrando um eficiente
potencial de dispersdo no ambiente natural (RICHARDSON et al., 2000;
OCCHIPINTI-AMBROGI; GALIL, 2004; PYSEK et al., 2004).

No Brasil, 0 nimero de espécies exoticas de anfibios aumentou nos ultimos
anos (FORTI et al., 2017), assim como para outros grupos de vertebrados (ROSA et
al., 2017). Independentemente da forma de introducéo, os registros indicam que as
populacdes de anfibios e também as areas de ocorréncia estdo ampliando ao longo
dos anos (BOTH et al., 2011; FORTI et al., 2017), devido principalmente a liberacéo
intencional ou fuga de criadouros (ROSA et al., 2017). Das seis espécies exoticas
invasoras de anfibios no Brasil, a ré-touro, Lithobates catesbeianus, € considerada a
principal (FORTI et al., 2017). Da mesma forma, a ra-touro € considerada a pior
espécie de anfibio invasor do mundo (LOWE et al., 2000; GISD, 2018). Sua
distribuicdo original é o Leste da América do Norte, mas atualmente encontra-se
estabelecida em diversos continentes, incluindo a América do Sul (LUTZ et al., 1999;
NORI et al., 2011), onde esta amplamente distribuida em diversos paises (NORI et
al., 2011; LAUFER; GOBER et al.,, 2017; QUIROGA et al.,, 2015). No Brasil, a
introducdo de ra-touro ocorreu em 1935 no Rio de Janeiro, pelo canadense Tom
Carryl Harrison, que trouxe do Canada 300 casais, dando inicio ao primeiro ranario,
na Baixada Fluminense (LONGO, 1987; CUNHA; DELARIVA, 2009; BOTH et al.,
2011). A finalidade foi a criagdo e comercializagao (VIZOTTO, 1984; MADALOZZO,
2016), cuja expansao se deu na década de 1980, seguida por um desestimulo e
fechamento de estabelecimentos, devido as precéarias condi¢cdes de instalacdes e
dificuldades nas técnicas de manejo (FEIX et al., 2004). Porém, na ultima década
tem havido uma nova expanséao da criacdo e comercializacdo (CRIBB et al., 2013),
colocando o Brasil na condicdo de maior produtor de ra-touro em sistema intensivo
do mundo (AFONSO, 2012). Em ambientes naturais, em 2011 a ocorréncia desta
espécie invasora ja havia sido registrada em 130 municipios brasileiros, sendo 62%
no sul, 25% no sudeste, nove na regido nordeste, sete no meio-oeste e um unico
registro na regiao norte (BOTH et al., 2011). Possivelmente, o nimero de registros
conhecidos j& deve estar superado, com novas solturas e progressivo

estabelecimento da espécie em novas éareas (LOYOLA et al.,, 2012). A ampla
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distribuicdo de ra-touro no dominio do bioma Mata Atlantica evidencia a sua elevada
capacidade de dispersdo, adaptacdo e estabelecimento em regides de clima
subtropical (BOTH et al., 2011).

Na regido sul do Brasil, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
apontava um total de 91 ranarios em 2006 e em torno de 16 em 2013 (MORETTO et
al., 2013). No estado de Santa Catarina, a atividade se estabeleceu em diversas
regides, mas atualmente, a maioria dos ranarios esta localizada na regido leste, com
instalacdes climatizadas e a producdo voltada aos mercados interno e externo
(MORETTO et al., 2013). E muito provavel que, com a desativacdo de ranarios,
muitos animais tenham sido deliberadamente soltos nas imedia¢des, propiciando a
dispersdo da espécie nos ambientes naturais e impactando negativamente as
populacdes de anfibios nativos (BOTH et al., 2014). Desta forma, a ranicultura, com
ciclos de atividades flutuantes, contribuiu para o estabelecimento e rapida ampliacéo
de populacbes desta espécie invasora nos ambientes naturais em diversas regides
do sul do Brasil (BORGES-MARTINS et al., 2002; TOLEDO et al., 2006; BOTH et al.,
2011; INSTITUTO HORUS, 2017), tanto em &areas de Mata Atlantica como de
Pampa (GIOVANELLI et al.,, 2008; BOTH et al.,, 2011). Nesta regido, existem
registros de populacdes estabelecidas tanto em &reas abertas como florestais
(MADALOZZO et al., 2016), incluindo unidades de conservacdao (FATMA, 2007;
ALVES et al.,, 2008; BOTH et al.,, 2011; LUCAS; MAROCCO, 2011; BASTIANI,
LUCAS, 2013; MADALOZZO et al., 2016), representando um grande desafio para a
conservacao e gestao de areas legalmente protegidas.

Além da alta capacidade de dispersdo nos ambientes naturais, a ra-touro
possui maturidade sexual precoce, alta taxa de fecundidade e periodo de
reproducao ampliado (KAEFER et al., 2007; MEDEIROS et al., 2016), resultando em
maior densidade populacional. Esta espécie também demonstra grande toleréancia e
habilidade frente as atividades antrOpicas que causam degradacdo ambiental,
resultando em vantagem sobre as espécies nativas, devido a capacidade para
permanecer em habitat degradado (HAYES et al., 2010; D’AMORE et al., 2010). Nos
ambientes naturais, a coocorréncia com espécies nativas de anfibios (LUCAS;
FORTES, 2008; LUCAS; MARROCO, 2011), resulta em impactos como a
competicdo e a predacdo, e consequentemente, em desequilibrios e perturbacdes
nas comunidades (KUPFERBERG, 1997; KIESECKER; BLAUSTEIN, 1997,
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HANSELMANN et al., 2004), devido ao seu tamanho corporal, habito generalista
(LOWE et al., 2000; NENTWIG et al., 2007) e atividade de vocalizacdo (MEDEIROS
et al., 2016). Os juvenis sdo encontrados em ambientes Iénticos, podendo se
deslocar entre as areas umidas, enquanto os adultos sdo encontrados tanto em
ambientes Iénticos quanto l6ticos, onde também permanecem durante boa parte do
seu ciclo reprodutivo (SEPULVEDA et al.,, 2015). A ra-touro pode atuar como
propagadora de duas doencas, a quitridiomicose e 0 ranavirus, que estao
associados a declinios e extin¢cdes locais de anfibios, mesmo em areas preservadas
(SCHLOEGEL et al., 2009). Dessa forma, muitos estudos sugerem que a presenca
de ra-touro nos ambientes naturais representa uma dupla ameaca as populacdes de
espécies nativas (KATS; FERRER, 2003; HANSELMANN et al., 2004).

A quitridiomicose é causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd)
(SKERRATT et al., 2007; CRAWFORD et al.,, 2010; SCHLOEGEL et al., 2006,
2012), que pertence ao filo Chytridiomycota. Esta doenga vem sendo considerada
uma importante causa de declinios populacionais e extingdes de anfibios nativos em
algumas regides do mundo (BERGER et al., 1998; LIPS, 1999; DASZAK et al, 2003;
STUART et al., 2004). Sua ocorréncia € registrada em todos os continentes, exceto
na Antartica (OLSON et al., 2013). A sua origem ainda € incerta, pois pesquisas
realizadas com exemplares de anfibios depositados em museus demonstraram que
o fungo ja estava presente na Mata Atlantica brasileira em 1894 (RODRIGUEZ et al.,
2014), na regiao central dos Estados Unidos (USA) em 1888 (TALLEY et al., 2015) e
na Africa em 1938 (JAMES et al., 2015).

O fungo Bd é saprdfita, adaptado a ambientes aquéticos de agua doce e
apresenta zoosporo moével e flagelado (BARR, 1990; MITCHELL et al., 2007,
FISCHER et al.,, 2009). O seu desenvolvimento ocorre dentro das células
queratinizadas dos anfibios (FISCHER et al., 2009) e, no ambiente, 0os esporangios
(cistos) garantem a sobrevivéncia até que as condicbes do ambiente sejam
favoraveis (DI ROSA et al., 2007; MITCHELL et al., 2007). O Bd apresenta duas
fases em seu ciclo de vida, uma fase independente e a outra dependente do
substrato (BERGER et al., 2005). A fase dependente do substrato inicia-se na
epiderme dos anfibios (ROSENBLUM et al., 2008), apdés sua colonizacdo, o
zoobsporo forma o cisto, seu flagelo € absorvido e uma parede celular é formada
(BERGER et al., 2005). Em seguida, o cisto do zo6sporo germina e desenvolve um
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tubo germinativo que invade a epiderme do hospedeiro (VAN ROOIJ et al., 2012).
No interior das células e do estrato granuloso, o fungo inicia a proliferacéo formando
esporangios imaturos, que sao transportados para a superficie da pele, promovendo
uma diferenciacéo celular (GREENSPAN et al., 2012; VAN ROOIJ et al., 2012). Os
esporangios amadurecem na superficie da pele e sdo liberados no ambiente
(LONGCORE et al.,, 1999; BERGER et al., 2005) na forma de zodsporos, onde
passam a se locomover livremente, completando seu ciclo de vida (ROSENBLUM et
al., 2008). Os zodsporos de vida livre, na fase independente do substrato, tém um
curto periodo de atividade e conseguem nadar pequenas distancias, podendo
reinfectar o mesmo substrato ou novos substratos (Figura 1) (ROSENBLUM et al.,

2008), promovendo assim sua dispersao.
Substrate-independent

Zoospores

Sporangia
Encysted L

releasing
zoospore

ZoOsSpores
Developing Sporangia
sporangia forming

z00spores

Substrate-dependent

Figura 1. Ciclo de vida de Batrachochytrium dendrobatidis na fase independente de
substrato, apresentando o estagio de vida em que os zodsporos sdo flagelados,
moveis e de vida livre. Na fase do ciclo de vida dependente de substrato, o zo6sporo
encistado se desenvolve dentro de zoosporangios, onde produz e libera novos
zoo6sporos. Fonte: ROSENBLUM et al., 2008).

O desenvolvimento do Bd é afetado por fatores ambientais, bioldgicos,
quimicos e fisicos, incluindo salinidade, pH, concentragdo de oxigénio dissolvido e
temperatura (GLEASON et al., 2008). A sua sobrevivéncia ocorre na faixa de



17

temperatura entre 4 e 25 °C, apresentando crescimento 6timo entre 17 e 25 °C
(PIOTROWSKI et al., 2004), podendo suportar temperaturas até 28 °C (RODDER et
al., 2013) e o pH ideal € entre 6 e 7 (PIOTROWSKI et al.,, 2004). No entanto, a
temperatura é um dos principais fatores associados a dinamica da doenca (VOYLES
et al., 2012), sendo que temperaturas baixas podem intensificar a agcdo do patégeno
(RETALLICK; MIERA, 2007) e temperaturas elevadas podem inibir a sua agéo
(RICHARDS-ZAWACKI, 2010). Assim, a prevaléncia de infeccao, intensidade e
mortalidade do hospedeiro € dependente da atividade do patégeno, que altera sua
dindmica de acordo com as condicdes ambientais, sendo que muitas vezes a
temperatura pode favorecer ao fungo e outras vezes ao hospedeiro (BUTLER et al.,
2013). Ainda, outros fatores como a altitude (GRUNDLER et al., 2012) e latitude
(KRIGER et al., 2007) também estéo correlacionados com a prevaléncia de Bd. No
entanto, a altitude ndo tem sido considerada um elemento chave, pois diversos
estudos mostram que o fungo também apresenta elevada prevaléncia em regides
mais baixas (KNAPP et al., 2011; PREUSS et al., 2016; LAMBERTINI et al., 2016).

Os sintomas no hospedeiro diferem dependendo do seu estagio de vida. Na
fase larval dos anfibios, sdo identificadas deformacGes na boca queratinizada
(FISCHER et al., 2009), com despigmentacdo (BERGER et al., 1998) e também
lesdes na regido da cauda (BRODMAN; BRIGGLER, 2008). Além disso, podem ser
observados efeitos subletais como letargia e perda de habilidade para natacao, o
que dificulta a alimentacdo e ocasiona alterac6es no desenvolvimento (HANLON et
al., 2015). Em anfibios adultos, ocorre hiperplasia epidérmica e hiperqueratose,
sendo raramente observadas lesfes a olho nu (SMITH et al., 2007; FISCHER et al.,
2008). O Bd altera a fungdo osmorregulatoria, levando ao desequilibrio eletrolitico e
a morte, sendo fatal para muitas espécies (VOYLES et al., 2009). A sua viruléncia
esta relacionada com a capacidade de causar danos ao hospedeiro (FARRER et al.,
2011), desta forma, enquanto algumas espécies de anfibios se mostram sensiveis,
outras conseguem aparentemente coexistir com o Bd, sendo consideradas menos
susceptiveis a doenga (WALKER et al., 2010). O genétipo do Bd também & um
importante determinante epidemiolégico (FARRER et al., 2011).

Diversas linhagens do fungo séo encontradas em todos os continentes, e seu
transporte é facilitado por atividades comerciais (FISCHER et al.,, 2007), que

resultam no contato e transmissao cruzada de Bd e através de recombinacao
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genética, origina um patdgeno virulento que afeta diversas populacdes de anfibios
(FARRER et al., 2011). A linhagem mais conhecida pela sua viruléncia € o Bd/GPL,
que pode ter surgido pela mistura antropogénica de linhagens alopatricas, formando
uma recombinacéo hipervirulenta, dando origem a epidemias (FARRER et al., 2011).
No Brasil, sdo encontradas as linhagens Bd/Brasil e a linhagem Bd/GPL
(JENKINSON et al.,, 2016). No entanto, a linhagem Bd/GPL chegou mais
recentemente no bioma da Mata Atlantica do que o Bd/Brasil (JENKINSON et al.,
2016). Tudo indica que o Bd/Brasil, esta restrito a uma regido de endemismo que
fica entre Sdo Paulo e Paranid, e o Bd/GPL esta amplamente distribuido,
principalmente em areas antropicamente alteradas (JENKINSON et al.,, 2016). A
chegada do Bd/GPL ou um aumento da viruléncia do Bd/Brasil, pode ser a
explicacdo para dois picos de declinios de anfibios observados na Mata Atlantica
(CARVALHO et al.,, 2017). Os picos coincidem com o aumento da atividade de
ranicultura na regido sudeste da Mata Atlantica, apés a década de 1970
(SCHLOEGEL et al., 2009; CARVALHO et al., 2017) e na regido sul, no inicio da
década de 1990 (BOTH et al., 2011; CARVALHO et al., 2017).

O comércio de anfibios é a principal fonte de dispersdo do Bd entre ranarios
(SCHLOEGEL et al., 2012; JENKINSON et al., 2016). Alguns estudos tém sugerido
gue a quitridiomicose apresenta efeitos insignificantes sobre as populacdes de ra-
touro, mesmo quando constatada alta prevaléncia de Bd (HANSELMANN et al.,
2004). Assim, pela sua resisténcia a infeccdo, a ra-touro € considerada um
importante reservatério e vetor de Bd, atuando como agente de dispersdo (GARNER
et al., 2006; SCHLOEGEL et al., 2009, 2010, 2012). No entanto, no Brasil, ré-touro
de cativeiro e de vida livre apresentaram baixa intensidade do fungo (TOLEDO et al.,
2006). O registro de Bd e auséncia de morbidade nas ras de cativeiro reforcam a
hipotese de que a alta prevaléncia e baixa intensidade de infeccéo representa uma
condicdo de portadores eficientes (SCHLOEGEL et al., 2010). Por outro lado, a
prevaléncia de Bd em ra-touro tem sido registrada sempre elevada (GARNER et al.,
2006), sendo geralmente maior do que em outras espécies (BEYER et al., 2015).
Esta mesma condicdo tem sido mostrada em diferentes regibes do mundo,
parecendo ser um padrao a elevada prevaléncia e baixa intensidade (DASZAK et al.,
2004; ESKEW et al., 2013; BEYER, et al., 2015). A alta prevaléncia combinada com
a baixa carga de zodsporos é suficiente para manter a espécie livre de infeccdes
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letais (PASMANS et al., 2010; MARTEL et al., 2013). Desta forma, a ranicultura no
Brasil, além de promover a introducdo da ra-touro (JAMES et al., 2015), também
pode contribuir para agravar ainda mais o problema do transporte do Bd para outras
localidades (JENKINSON et al., 2016).

Neste estudo, nds analisamos a variacdo na prevaléncia e carga de infeccao
por Bd entre ranarios e ambientes naturais em populacdo de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), no sul do Brasil. Para isso, nés avaliamos a prevaléncia e a carga de
zooOsporos de Bd em ré-touro de ranarios e de ambientes naturais e testamos o
efeito da distancia das lagoas em relacdo aos ranarios na prevaléncia e carga de
zooOsporos. Ainda, testamos a influéncia de variaveis ambientais e das
caracteristicas fisicas dos individuos na prevaléncia e carga de zodsporos dos

individuos infectados.
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Ribeiro, Mariana Retuci Pontes, Domingos da Silva Leite, Luis Felipe Toledo, Gilza

Maria de Souza Franco e Elaine Maria Lucas Gonsales

RESUMO

A ra-touro (Lithobates catesbeianus) tem sido considerada um importante
reservatorio e vetor do fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), causador de
quitridiomicose. Neste estudo, nds testamos o efeito dos ranarios que cultivam ra-
touro na dispersdo de Bd para ambientes naturais. Realizamos as coletas em seis
ranarios e oito localidades em ambientes naturais, na regido sul do Brasil, no
periodo de setembro de 2016 a maio de 2017. Coletamos amostras de secrecdo
cutanea e verificamos a taxa de infeccdo com gPCR. Encontramos alta prevaléncia
e baixa carga de zolsporos de Bd em ra-touro. Todos os locais amostrados
apresentaram individuos infectados, mas a prevaléncia e a carga de zo4sporos nao
diferiram entre ranarios e ambientes naturais. Encontramos maior prevaléncia de Bd
em ranarios com manejo aberto. A carga de zodsporos diferiu entre os sexos. A
temperatura da agua influenciou na carga de zo6sporos dos individuos de ranarios e
ambiente natural. Nos ranarios, a carga de zodsporos também foi influenciada pelo
pH e temperatura do ar. A alta prevaléncia de Bd encontrada neste estudo sugere
gue 0s ranarios com manejo que alternam o ciclo de vida entre cativeiro e lagoas
podem estar exercendo um papel de fonte constante de entrada de patdgenos para
0 ambiente natural, além da disseminacao de cepas para outros ranarios, atraves da
comercializagdo. Medidas mais efetivas de controle, manejo e monitoramento de
randrios sao necessarias e urgentes na regiao sul do Brasil.

Palavras-chaves: Conservacao biologica, doencas emergentes, espécie exotica,

invasao bioldgica, Mata Atlantica.
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HIGH PREVALENCE AND LOW INTENSITY OF INFECTION BY THE
CHYTRID FUNGUS IN RAINFOREST BULLFROG POPULATIONS IN
SOUTHERN BRAZIL

ABSTRACT

The bullfrog (Lithobates catesbeianus) is considered an important reservoir and
vector of the fungus Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), which can cause
chytridiomycosis in probably most amphibian species. In this study, we evaluated
frog farms as a possible center of Bd dispersion. We compared the infection load of
captive and wild populations of bullfrogs in six frog farms and eight natural ponds in
southern Brazil. In general, we found a high prevalence and low infection loads in
bullfrogs. We observed individuals infected with Bd in all farms and natural ponds
sampled. The prevalence and infection load did not differ between frog farms and
natural ponds. We found a higher Bd prevalence in frog farms with open life cycle
breeding management. Females showed higher zoospore loads than males. Water
temperature influenced negatively the zoospore load of individuals in the frog farms
and natural environments. In frog farms, zoospore load was positively influenced by
pH and air temperature. We suggest that frog farms that alternate life cycle
management between captivity and ponds may be providing constant dispersion of
pathogen spores into the natural environment. Therefore, we advocate for the
complete enclosure of bullfrogs within farms, and recommend the monitoring of wild
frogs in frog farm surroundings on a worldwide scale.

Keywords: Biological conservation, Batrachochytrium dendrobatidis, invasive
species, Lithobates catesbeianus, wildlife diseases.

1 INTRODUCAO

A ra-touro (Lithobates catesbeianus) € considerada uma das 100 piores
espécies invasoras do mundo e a principal dentre os anfibios (LOWE et al., 2000;
GISD, 2018). No Brasil, populacbes estabelecias de ra-touro se encontram
principalmente nas regides sul e sudeste (LOYOLA et al.,, 2012), em areas de
Pampa e Mata Atlantica (GIOVANELLI et al.,, 2008; BOTH et al.,, 2011). A Mata
Atlantica é considerada um hotspots de biodiversidade (MYERS et al., 2000;
MITTERMEIER et al., 2005) com elevada riqueza e endemismo de anfibios
(HADDAD et al., 2013). No entanto, estudos indicam que as mudancas climaticas

dos proximos anos podem propiciar condigbes ainda mais favoraveis para a
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ampliacdo da distribuicdo geografica de espécies exdticas, como a ra-touro
(FICETOLA et al., 2007; GIOVANELLI et al., 2008), ou ainda, a introdugcédo de novas
espécies (FORTI et al., 2017). Desta forma, a ra-touro representa uma importante
ameaca as espécies de anfibios brasileiras, assim como a fragmentacdo de habitat
(MYERS et al., 2000; BECKER et al.,, 2007; RIBEIRO et al., 2009) e mudangas
climaticas (BELLARD et al., 2012, 2014; OLIVEIRA et al., 2016a; 2016b) e doencas
pandémicas (CARVALHO et al., 2017).

Os efeitos negativos ocasionados pela invasdo da ra-touro nos ambientes
naturais podem ser diretos ou indiretos, e dentre os mais estudados estdao a
predacdo e a competicdo com espécies nativas (KIESECKER et al., 1997;
KUPFERBERG, 1997; BOONE et al., 2004; HANSELMANN et al., 2004; PEARL et
al., 2004; KRAUS, 2015). Tais efeitos, resultam em alteragcbes na estrutura das
comunidades e podem ser agravados pela alta capacidade de dispersao e elevada
densidade populacional (QUIROGA et al.,, 2015). A dispersdao e a densidade
populacional séo facilitadas pela maturacédo sexual precoce, alta fecundidade e, no
sul do Brasil, periodo de reproducdo ampliado para todo o ano (KAEFER et al.,
2007; MEDEIROS et al., 2016). No entanto, além da competicdo e predacdo, mais
recentemente, a ra-touro tem sido considerada uma importante propagadora de
agentes infecciosos, como o ranavirus e o fungo quitridio (SCHLOEGEL et al., 2006;
SKERRATT et al., 2007; CRAWFORD et al., 2010; OLSON et al., 2013; O’'HANLON
et al., 2018). Assim, por ser invasora e portadora de patégenos, a ra-touro
representa uma dupla ameaca as popula¢cées de anfibios nativos (KATS e FERRER,
2003; HANSELMANN et al., 2004). Tanto a incidéncia de infeccdo pelo fungo
quitridio, como a presenca de ra-touro, ja foram associadas a declinios e extingdes
locais de anfibios em diversas regides do mundo (MIAUD et al., 2016; O’'HANLON et
al., 2018).

As extingbes de anfibios ocasionadas por quitridiomicose, infec¢cdes causadas
por Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), podem ocorrer de forma muito rapida
(BERGER et al., 1998; LIPS 1999; DASZAK et al., 2003; STUART et al., 2004). No
entanto, os efeitos da doenca variam entre espécies (SEARLE et al., 2011;
MESQUITA et al.,, 2017) e em relacdo as caracteristicas dos ambientes. Alguns
estudos tém sugerido que a quitridiomicose apresenta efeitos insignificantes sobre
as populagbes de ra-touro (HANSELMANN et al., 2004) e devido a uma provavel
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tolerancia a infeccdo, ela pode ser considerada como reservatorio e um importante
vetor de Bd (GARNER et al., 2006; SCHLOEGEL et al., 2009, 2010, 2012; GERVASI
et al., 2013; MARTEL et al., 2013; BEYER et al., 2015; ESKEW et al., 2015; ADAMS
et al., 2017). Estudos realizados em ranarios indicaram uma alta prevaléncia de Bd e
auséncia de sinais de morbidade, reforcando a hipétese de portadores eficientes
(SCHLOEGEL et al., 2010; GREENSPAN et al., 2012), capazes de manter baixos
niveis de infeccdo (DASZAK et al.,, 2004). Todavia, ainda faltam estudos que
auxiliem na compreensdo sobre o papel da ra-touro como efetiva dispersora do
fungo e também dos criadouros, como potenciais focos de disperséo para ambientes
naturais.

A previsdo de uma possivel ampliacdo da area de distribuicdo da ra-touro na
Ameérica do Sul, incluindo a regiéo sul do Brasil (GIOVANELLI et al., 2008; BOTH et
al., 2011; LOYOLA et al., 2012) torna o cenario de conservacdo bastante
preocupante nessa regiao, pois coloca as espécies nativas em um grau maior de
vulnerabilidade. Um agravante € que o fungo Bd apresenta crescimento ideal em
condicbes de temperatura e pH equivalentes ao ideal para os anfibios
(PIOTROWSKI et al.,, 2004; RODDER et al., 2013; VOYLES et al., 2017).
Considerando que a maior estabilidade das condic¢des fisicas e quimicas e a alta
densidade populacional de ra-touro em cativeiro podem potencializar a proliferacéo
do Bd. Considerando que escapes e solturas séo relativamente comuns em ranarios,
originando novas populacées na paisagem (COLLINS et al., 2009; BOTH et al.,
2011; ADAMS et al., 2017; MARHANKA et al., 2017), esta espécie pode ser uma
importante disseminadora do fungo para os ambientes naturais, e 0os ranarios podem
apresentar um papel chave neste processo.

Neste estudo, nds analisamos o papel dos ranarios como potencializadores
da dispersao de Bd para o ambiente natural. Para isso, quantificamos a prevaléncia
e a carga de zoosporos de Bd em ra-touro de ranarios e ambientes naturais. Se 0s
ranarios atuam como potenciais dispersores, tanto ranarios como ambientes
aguaticos préximos deveriam manter individuos infectados, tanto pela possibilidade
de escape de individuos como pelo langcamento da agua possivelmente contaminada
com zoosporos dos ranarios para os ambientes naturais do entorno. Ainda, quanto
mais proximo de ranério, provavelmente maior é a prevaléncia e carga de infec¢céo

em ra-touro no ambiente natural. Finalmente, ainda avaliamos alguns fatores que
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podem estar afetando nos valores de infecgéo, relacionados aos individuos (sexo,
faixa etaria e tamanho) e ao ambiente (pH, umidade relativa do ar, temperatura do ar

e da agua).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de Estudo

Realizamos as amostragens nas regifes oeste e sudoeste do Parana nos
municipios de Medianeira, Santa lzabel do Oeste e Sulina, e oeste de Santa
Catarina nos municipios de Chapec6, Guatambu, Sdo Domingos e Séo Lourenco do
Oeste, sul do Brasil (Figura 1). A regido de estudo esta inserida no dominio do
bioma Mata Atlantica, em fitofisionomias de Floresta Ombrdfila Mista (VELOSO et
al., 1991; VIBRANS et al., 2008) e Floresta Estacional Decidual (VIBRANS et al.,
2008). O clima da regido de estudo abrange dois tipos, Cfa (mesotérmico subtropical
umido, com verdes quentes) e Cfb (mesotérmico subtropical imido, com aumento da
temperatura no verao), conforme a classificacdo de Képpen (ALVARES et al., 2013).
No Parana, o clima do tipo Cfa esta presente em toda a regido oeste, no litoral e na
regido ocidental, no vale do rio Iguacu, sempre abaixo de altitudes entre 750 e 800
m (ALVARES et al., 2013). Em Santa Catarina, o clima Cfa abrange a regido oeste,
em altitudes inferiores a 700 m e o Cfb abrange a regido noroeste, seguindo a linha
de elevacdo do relevo, na divisa entre os estados do Parana e Santa Catarina, em
altitudes entre 800 e 1000 m (ALVARES et al., 2013).

Realizamos as amostragens em seis ranarios e oito pontos com lagoas
naturais, totalizando 14 locais de amostragem. Dos oito pontos com lagoas em
ambiente natural, quatro eram préximos de ranarios (1, 4, 5 e 6), se encontravam a
distancias de 0,1 a 10 km do ranario mais préximo, e quatro eram distantes e sem
influéncia de ranarios (7 e 8), e se encontravam a distancias de 40 a 80 km de
ranarios em funcionamento (Tabela 1; Figura 1).

Todos o0s ranarios apresentaram sistema de criagdo intensiva, com
instalagcdes em alvenaria, piso em concreto e distribuicdo linear de cocho, abrigo e
piscina. As paredes eram cercadas por tela e um deles por lona, as quais
funcionavam como barreira para evitar escapes (Figura S1A-B). Mesmo assim,

durante as amostragens presenciamos escapes pelo canal de saida da agua, de
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individuos juvenis. A agua que abastece 0s estabelecimentos sdo provenientes de
nascentes proximas e os efluentes liquidos sdo enviados sem tratamento para o
ambiente.

Um, dos seis ranarios amostrados, realiza o manejo “fechado”, com todo o
ciclo de vida das rés confinado dentro do ranério. Neste tipo de manejo 0s girinos ou
juvenis geralmente sdo importados de outros ranarios. Os demais ranarios, realizam
0 manejo “aberto”, no qual o amplexo e o desenvolvimento de girinos acontece em
lagoas adjacentes, fora do confinamento, na mesma propriedade do ranario. Os
ranarios apresentam capacidade para abrigar entre 500 e 5.000 rds, com excec¢ao
de um, com capacidade para aproximadamente 50.000 individuos. O numero de
individuos variou de 200 a 440 nas baias de amostragem. A distancia entre ranarios
foi de 9 a 160 km.

Nos ambientes naturais, consideramos um ponto de amostragem 0 conjunto
de lagoas amostradas, uma vez que eram localizadas sempre adjacentes umas das
outras. Todas as lagoas amostradas eram situadas em areas abertas ou em borda
de mata, geralmente com vegetacdo predominante composta de gramineas nas
margens (Figura S1). Frequentemente, as lagoas se situavam em areas destinadas
a criacdo bovina e serviam tanto para dessedentacdo do gado como para a criacdo

de peixes.



36

Tabela 1. Localidades de amostragem de Batrachochytrium dendrobatidis em ra-touro nos estados do Parana e Santa Catarina,
Brasil, no periodo de setembro de 2016 a maio de 2017. Os locais estédo identificados por RA = Ranério; LA = Lagoa natural;
Profundidade = altura média da coluna d’agua das baias e das lagoas; Vegetacdo = vegetacdo predominante nas margens das
lagoas.

Distancia Distancia
~ ‘ . . minima minima
Local Municipio/Estado Coordenadas Elevagdo Area Profundidade Densidade entre entre lagoa Vegetacéo
(m) (m?) (m) (Ind./m?2) L
ranarios amostradae
(km) ranario (km)
Ranarios
o 25°14°35,87” 0,11+0,01
RAO1  Medianeira/PR 54°07°5,27" 383 12,5 (0.10 - 0,12) 24 160,0 -- --
Santa |zabel do 25°43'40,58” 0,12 £ 0,02
RAOZ Oeste/PR 53024’16,20” 414 10,5 (0’10 _ 0’15) 38,1 83,0 == ==
. 25°42°19,23” 0,12 £ 0,02
RAO3 Sulina/PR 52042'18.56" 482 28 (0.10 - 0,15) 17,8 83,0 - -
. 27°02'55,89" 0,12 £ 0,02
RA04 Chapeco/SC 5203821 67" 649 12,2 (0.10 - 0,15) 28,7 9,1 - -
. 27°08'27,24" 0,12 £ 0,02
RAO5 Chapecé/SC 52°38'33.20" 649 14 (0.10 - 0,15) 21,4 10,1 -- --
27°01'42,50" 0,15+ 0,03
RAO6  Guatambu/SC 52°43'42 90" 589 150 (0.10 - 0,20) 1,3 9,1 - -
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Distancia Distancia
~ ‘ . . minima minima
Local Municipio/Estado Coordenadas Elevagao Are;a Profundidade Densidade entre entre lagoa Vegetacéao
(m) (m?) (m) (Ind./m?) L
ranarios amostradae
(km) ranario (km)
Lagoas
o 25°14°35,87” 1,16 + 0,11 .
LAO1  Medianeira/PR 54°07°15 27" 380 824 (1,00-1,30) 0,02 - 0,1 Arbérea
-- 1,5
. 27°03'05,45" 1,37 £ 0,27 ’ .
LAO2 Chapecé/SC 52°37'25 84" 659 4,661 (1,00-1,80) 0,003 Gramineas
. 27°08'01,58" 1,64 +0,48 .
LAO3 Chapecé/SC 52°38'50 31" 645 2.758 (1,00-2,50) 0.006 -- 0,9 Gramineas
27°03'12,60"
of Aty 579 1,25+0,15 -- .
LAO4 Guatambu/SC 52°44'22,75 2.046 (1,00-1,50) 0,006 25 Gramineas
~ : 26°39'07.64" 1,22 +0,12 :
LAO5 S&o Domingos/SC 52°32'30.33" 564 131 (1,00-1,40) 0,10 -- 46,0 Arbustiva
~ , 26°38'57.34" 0,90 £ 0,20 .
LAO6 S&o Domingos/SC 5203193 26" 579 5.600 (0,50-1,20) 0,002 -- 47,0 Gramineas
Sé&o Lourengcodo  26°21'14.28" 0,88 £ 0,35 .
LAO7 Oeste/SC 52°48'15.76" 815 1.067 (0,30-1,50) 0,008 -- 72,0 Gramineas
Séo Lourengodo  26°20'58.78" 0,87 £ 0,27 .
LABB ™ DestelscC 52°49'48.53" 1329 050-1,30) 902 - 71,0 Gramineas
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2.2 Coleta de dados

Coletamos amostras de material micotico em L. catesbeianus de setembro de
2016 a maio de 2017. Nos ranarios, coletamos um total de 121 amostras de material
micético, de 20 ou 21 individuos/ranario. Os exemplares amostrados em cada
ranario ocupavam uma unica baia. Capturamos os exemplares manualmente com
uso de luvas descartaveis estéreis, trocadas a cada novo espécime. Para a coleta
de amostras de secrecdo cutanea, utilizamos um swab estéril para cada exemplar, o
qual era friccionado na regiao inguinal, membranas interdigitais, membros superiores
e membros inferiores (BOYLE et al., 2004; LAMBERTINI et al., 2013). Os swabs
foram acondicionados em eppendorfs individuais e estocados em freezer a -22 °C.
Posteriormente a coleta das amostras, cada espécime era solto em outra baia, para
evitar a captura do mesmo individuo. Em cada ranério registramos o pH, umidade
relativa do ar (URA), temperatura do ar e temperatura da agua, area da baia,
profundidade da agua, namero individuos da baia de coleta e o tipo de manejo.
Registramos o tipo do manejo, considerando aberto ou fechado, conforme descrito
acima.

Nas lagoas, coletamos material micético de 11 a 22 individuos por ponto
amostral, totalizando 155 amostras. Localizamos os individuos por busca ativa,
visual e auditiva, das 20:00 as 00:00 h. Os individuos foram acondicionados
individualmente para a coleta de material micotico, com auxilio de luvas descartaveis
e swab, seguindo o mesmo procedimento realizado com os exemplares dos
randrios. Registramos a abundancia de individuos, o pH da agua, a umidade relativa
do ar (URA), a temperatura do ar e da agua e a profundidade de cada lagoa. A
abundéncia de cada lagoa foi estimada pelo numero maximo de machos em
atividade de vocalizacdo a cada noite de amostragem. Todos 0s espécimes
capturados e mortos foram transportados ao laboratério, identificado o sexo e
mensurado o comprimento rostro-cloacal (CRC, em mm), massa (g) e IMC (indice de
Massa Corporal). Para calcular o IMC, nds usamos a segunte equacio: Mi = Mi
[Lo/Li]PSMA (PEIG; GREENN, 2009), onde, Mi e Li sdo massa e comprimento-rostro-
cloacal (CRC) mensurados de cada individuo (i), respectivamente; o bSMA foi obtido
através da relacdo entre M e L, com uso da correlagdo de Pearson para estimar o
valor de r; Lo € o valor da média aritmética de CRC de todos os individuos

amostrados em lagoas naturais; e Mi é a massa corporal individual (i), quando a
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medida linerar o corpo é padronizada por Lo. Neste estudo nds utilizamos o IMC.
Posteriormente, os individuos foram depositados na Cole¢édo Cientifica de Anfibios
da Universidade Comunitaria da Regido de Chapecd, UNOCHAPECO (Licenca
SISBIO n°® 56259-1).

Temperatura do ar e URA foram obtidos usando termohigrémetro
digital (Instrutherm, modelo HT-300), pH foi obtido usando um pHmetro de bolso
(Alfakit, modelo AT-315) e temperatura da agua foi obtida usando termémetro de
mercurio. A area da lagoa foi calculada usando a area de poligono, com auxilio do
Google Earth (versdo 7.1.7.2606). Nos ranarios, consideramos a area da baia de
coleta, usando as medidas de comprimento (m) x largura (m). A densidade foi
calculada pela seguinte expressado: DA = n/A, onde DA = Densidade Absoluta, n =
namero de individuos e A = area. O comprimento rostro-cloacal (CRC) e a massa (Q)
foram obtidos com auxilio de balanca (0,1 g) e paquimetro (0,01 mm). A
identificacdo do sexo foi baseada na coloracdo da regido gular e tamanho do
timpano (amarelos nos machos e brancos nas fémeas) e tamanho do timpano
(proporcionalmente maior nos machos).

Para a extracdo de DNA das amostras, seguimos o procedimento proposto
por Boyle et al. (2004) e as alteragdes feitas por Lambertini et al. (2013). Para cada
eppendorf contendo o swab, utilizamos 50 ul de PrepMan™ ULTRA Sample
Preparation Reagent (Applied Biosystems by Life Technologies). Apds a adicao do
reagente em cada eppendorf, os tubos foram agitados em vortex por 45 segundos,
centrifugados por 30 segundos a 12.000 RPM. Aquecidos em banho com &gua
fervente por 10 minutos, resfriado em temperatura ambiente por 2 minutos, e
centrifugados novamente por 1 minuto a 12.000 RPM. Os swabs foram invertidos
dentro do eppendorf utilizando ping¢as flambadas a cada inverséo e centrifugados por
5 minutos a 12.000 RPM. ApGés isso, os swabs foram descartados e os eppendorfs
foram centrifugados rapidamente (por alguns segundos) e aproximadamente 45 uL
da solugéo foram transferidos para novos tubos. Centrifugamos por 10 minutos a
12.000 RPM e preparamos uma diluicdo de 1:10 do material genético que foi
estocado (LAMBERTINI et al., 2013). O material genético permaneceu estocado em
freezer a temperatura de -22°C.

Para realizar o gPCR, em uma placa de 96 pogos preparamos um “reaction
master mix” contendo: 1250 pyL de Tagman Master Mix (Applied Biosystems®), 125
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ML do primer (BOYLE et al., 2004) ITS1-3 Chytr (5'-
CCTTGATATAATACAGTGTGCCATATGTC-3') concentrado a 18 pM, 125 pL do
primer 5.8S Chytr (5-AGCCAAGAGATCCGTTGTCAAA-3’) concentrado a 18 uM,
125 pl da sonda ChytrMGB2 (5-6FAM CGAGTCGAACAAAAT MGBNFQ-3’)
concentrada a 5 pM, 275 uL de agua destilada, e 100 uyL de BSA (Bovine Albumin
Serum / Soro Albumina Bovina). Para preparacéo da placa de gPCR adicionamos 20
ML do mix em cada pogo da placa e 5 yL do DNA extraido e diluido a 1:10.
Adicionamos DNA de uma cepa padrao (CFLT 159) em concentracbes conhecidas e
nas diluicdes 103, 102, 10, 1 e 10! equivalentes genémicos (sendo os dois Ultimos
em duplicata) para a construgdo da curva padréo nos sete poc¢os da primeira e
segunda coluna da placa. Preparamos também o controle negativo sem DNA (agua
destilada) no ultimo poco da primeira e segunda coluna da placa. Somente
consideramos um individuo infectado (Bd*) aquele com pelo menos um equivalente
gendmico (e.g.) de zodsporo de Bd (KRIGER et al., 2007) e, apds as analises, 0s

valores de e.g. foram arredondados para numeros integros.

2.3 Analise de dados

A prevaléncia de infeccéo foi calculada a partir da proporcdo de individuos
positivos para Bd em relagdo ao numero total de individuos amostrados, em cada
local de amostragem. Para medir a intensidade da infecgdo foi considerado o
namero de e.g. por swab. Foi feito o calculo multiplicando os valores de e.g. que
resultaram do qPCR pelo fator de diluicdo utilizado na extracdo de DNA.

Utilizamos teste t para testar a prevaléncia de infeccdo em ré-touro entre os
ranarios e ambientes naturais e ANOVA com teste a posteriori de Tukey para
analisar a prevaléncia de infeccdo em relacdo ao tipo de manejo adotado entre os
ranarios (manejo aberto/manejo fechado). Para testar se variacdo na carga de
zoosporos diferia entre ranarios e ambientes naturais, utilizamos o teste Wilcoxon e
para verificar a variagdo na carga de zoosporos entre todos os locais amostrados
utilizamos teste Kruskal-Wallis.

Testamos a prevaléncia de infec¢cdo em relacdo a categorias de distancia (em
km) de ranarios, usando o teste t e a variacdo na carga de zodsporos em relacéo as
categorias de distancia (em km) com teste de Kruskal-Wallis. Para isso,

categorizamos as distancias em duas classes: 0,1-10 e 40-80 km. Nés utilizamos o
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teste t para analisar a influéncia do sexo na variacdo na carga de zoOsporos e
também a influéncia da classe de idade (adultos e juvenis) na carga de zodsporos.

Para testar a influéncia do IMC dos individuos na carga de zodsporos
realizamos regressao linear simples e para verificar se o IMC influenciou na
presenca de zodsporos, utilizamos o teste Wilcoxon. Para testar a influéncia das
variaveis ambientais (pH, temperatura do ar e da 4gua e umidade relativa do ar) na
carga de zodsporos realizamos regressoes lineares multiplas, considerando ranarios
e ambientes naturais, separadamente.

Para todas as analises, verificamos a normalidade dos dados utilizando teste
de Shapiro-Wilk. A carga de zodsporos foi transformada em nameros logaritmicos,
devido a grande amplitude de variacdo. As analises foram realizadas com auxilio do
programa R (R Core Team, 2017) e o nivel de significancia considerado em todos os
testes foi P < 0,05 (ZAR, 1999).

3 RESULTADOS

Encontramos individuos de ré-touro infectados por Bd em todos os ranarios e
lagoas em ambiente natural, situadas proximas ou distantes dos ranarios (Figura 1).

Do total de 276 amostras analisadas, 182 (65,9%) foram positivas para Bd
(Tabela 2), sendo 88 individuos (72,7%) de ranarios e 94 individuos (60,6%) de
ambiente natural. A prevaléncia de individuos infectados néo diferiu entre ranarios e
ambiente natural (tess) = 1,10; P = 0,29; Figura 2A). Nos ranarios, a prevaléncia
variou de 25 (5/20) a 100% (20/20) e em ambiente natural de 27 (3/11) a 90%
(18/20) (Tabela 2).

Os ranarios com manejo “aberto”, apresentaram maior prevaléncia de

infeccdo do que ranarios com manejo “fechado” (Fa)= 10,7; P = 0,03; Figura 2B).

A carga de zodsporos de individuos Bd+ variou de 1 a 156.176 (78.088 +
110.432) zodsporos. A maioria (n = 108; 59,3%) apresentou uma carga abaixo de
100 zod6sporos e apenas um individuo (0,54%) apresentou carga acima de 100.000
zoosporos (Tabela 3). A carga de zoosporos néo diferiu entre ranarios e ambientes
natural (W = 3901, P = 0,50; Figura 2C). No entanto, houve diferenca na variagéo da

carga de zoosporos entre localidades (Has) = 65.48; P < 0,01; Figura 2D).
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A prevaléncia e a carga de zodsporos de individuos infectados por Bd de
lagoas no entorno de ranérios (0,1 - 10 km) n&o diferiu da prevaléncia (t@,99) = -0,66;
P = 0,52; Figura 3A) e da carga de zodsporos (H@ = 1,92; P = 0,16; Figura 3B) de
individuos de lagoas mais distantes (40 - 80 km), sem influéncia direta de ranarios.

Em ambiente natural, as fémeas apresentaram carga de zodsporos maiore do
que os machos (t(s3,86 = 2,23; P = 0,03; Figura 4A), mas a carga de zo0sporos ndo
diferiu entre juvenis e adultos (ttz304) = -0,46; P = 0,64; Figura 4B). A carga de
zooOsporos nao influenciou no IMC (R2 = 0,26; P = 0,58; Figura 4C) e também néo
diferiu na presenca de zodsporos (W = 2861; P = 0,92; Figura 4D).

Nos ranarios, a carga de zodsporos foi positivamente influenciada pelo pH,
temperatura do ar e da agua e nos ambientes naturais, apenas pela temperatura da

agua. A umidade relativa do ar ndo influenciou na carga de zoosporos (Tabela 4).

Tabela 2. Carga de zoo6sporos e prevaléncia de Batrachochytrium dendrobatidis em
ré-touro em ranarios e ambientes naturais, na regido sul do Brasil, no periodo de
setembro de 2016 a maio de 2017. RA = ranario; LA = lagoa em ambiente natural. A
carga de zodsporos esta representada como média + desvio padrao e amplitude. A
prevaléncia € apresentada como porcentagem (individuos positivos/individuos
amostrados.

Local Carga de zo6sporos Prevaléncia
RAO1 625 + 1070 (6 - 3029) 80% (16/20)
RA02 11 + 9 (3 - 40) 71% (15/21)
RAO03 250 + 378 (4 - 1359) 100% (20/20)
RA04 75+ 122 (3 -391) 65% (13/20)
RAO05 4+2(3-7) 25% (05/20)
RA06 3788 + 9292 (19 - 39738) 100% (20/20)
LAO1 ég%g;’ 18389 (4 - 27% (03/11)
LAO2 2358 + 5924 (3 - 21875) 70% (14/20)
LAO3 828 + 2193 (2 - 6249) 38% (08/21)
LAO4 1363 + 3566 (1 - 14395) 75% (15/20)
LAO5 45 + 65 (2 - 175) 38% (08/21)
LAO6 11 + 14 (1 - 40) 50% (10/20)
LAO7 5181 + 10971 (3 - 35038) 90% (18/20)
LAO8 9401 £ 37826 (3 - 156176) 77% (17/22)

(66%)182/276
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Tabela 3. Numero de individuos positivos para Bd, intervalo da carga de zodsporos

e porcentagem (individuos positivos por intervalo/individuos positivos), em ra-touro

em ranarios e ambientes naturais, na regido sul do Brasil, no periodo de setembro de 2016 a
maio de 2017.

Individuos Bd+ Carga de zo6sporos %
108 <100 59,3
46 101 - 1.000 25,3
20 1.001 - 10.000 11,0
7 10.001 — 100.000 3,8
1 >100.000 0,6
182 100,0

Tabela 4. Influéncia de variaveis ambientais sobre a carga de zoolsporos de
Batrachochytrium dendrobatidis em ra-touro em ranarios e ambientes naturais, na
regido sul do Brasil, no periodo de setembro de 2016 a maio de 2017. F = valores da

regressdo linear multipla; Valores de P significativos (£ 0,05) estdo indicados em
negrito.

Variaveis ambientais Ca}trga de Erro padréo F P
Zoobsporos
Ranarios
Ph 1499,93 726,53 2,065 0,040*
Umidade relativa do ar 58,43 80,77 0,723 0,470
Temperatura do ar 1091,16 424,96 2,509 0,014*
Temperatura da agua -2516,97 1094,75 -2,299 0,024*
Ambientes naturais

Ph 0,31635 0,53445 0,592 0,555
Umidade relativa do ar -0,01138 0,02863 -0,398 0,691
Temperatura do ar 0,03550 0,09048 0,392 0,695

Temperatura da agua -0,41407 0,13064 -3,170 0,002**




44

-55°00" -54°30'0 -54'0'0" -53°300" -53"00" -52°300" -52°00"
or S x T ¥ T

T
"
-
{
3
;\
Pamp
4
Ve
S
)
>
o)
>
=
>
25' .:m o~

C/, v
; ‘ e
T A % .J 3

- \,Ji_ ¥ A 2
ey & ¢ I
(3 R
E_,l "‘/\f;« .
J
_Y"/ )/ /\_.C—/Q .
3 8 b
Prevaléncia g SANTA CATARINA ' '
Bd-
©
R 2 { d B
- & 4 ]
; 0o
~NEA by -—(Z’> RN
0 25 50 7Skm o o 25 o e \:":r\.. "(_ﬂ 2N
e — W2

1 1 I L L 1 i

Figura 1. Pontos de amostragem em lagoas naturais (pontos brancos) e ranarios
(pontos pretos) onde individuos de ra-touro foram amostrados para prevaléncia e
carga de Batrachochytrium dendrobatidis nos estados do Parand e Santa Catarina,
Brasil. 1 = Medianeira; 2 = Santa Izabel do Oeste; 3 = Sulina; 4 e 5 = Chapeco; 6 =
Guatambu; 7 = Sdo Domingos; 8 = Sao Lourenco do Oeste.
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Figura 2. Prevaléncia de Batrachochytrium dendrobatidis em ra-touro em ranarios e
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ranarios (B). Variacdo na carga de zodsporos (em log) de Batrachochytrium
dendrobatidis em ra-touro, por ambiente de amostragem (C) e por localidade de
coleta (D), na regido sul do Brasil, no periodo de setembro de 2016 a maio de 2017.
A descricdo das abreviacdes das localidades amostradas se encontram na Tabela 1.
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Figura 3. Prevaléncia de Batrachochytrium dendrobatidis em ré-touro de lagoas
naturais, em relacdo a distancia de ranarios (A), e variagdo na carga de zo0sporos
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Santa Catarina, Brasil, no periodo de setembro de 2016 a maio de 2017.
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Figura 4. Variagdo na carga de zoo6sporos (em log) de Batrachochytrium
dendrobatidis em ra-touro em relacdo ao sexo (A), faixa etaria (B), variacdo na
indice de Massa Corporal (IMC) em relagdo a carga de zodésporos (em log) (C) e
indice de Massa Corporal (IMC) em relagdo a presenca de zodsporos (D), em
ambientes naturais nos estados do Parana e Santa Catarina, Brasil, no periodo de
setembro de 2016 a maio de 2017.

4 DISCUSSAO

NOs registramos uma elevada prevaléncia de Bd em ra-touro e uma
intensidade de infeccdo semelhante entre individuos de cativeiro e de vida livre. A
ocorréncia de individuos Bd* em todas as localidades amostradas, sugere que

zod6sporos do fungo estdo presentes em todos as areas de Mata Atlantica em que a
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ra-touro ocorre, independente da densidade populacional desta espécie nos
ambientes ou de fatores ambientais associados. Considerando que populagdes de
ré-touro ocorrem em diversas localidades no sul do Brasil (BOTH et al., 2011) e que
as condicdes climaticas favorecem o seu estabelecimento e dispersdo (GIOVANELLI
et al.,, 2008), é provavel que os anfibios que se encontram nestes ambientes
também estejam infectados por Bd.

A alta prevaléncia de Bd associada com o comeércio de ra-touro aumenta o
fluxo génico de linhagens virulentas (SCHLOEGEL et al., 2012; O'HANLON et al.,
2018). Desta forma, como existe uma producao intensiva da ra-touro na regiao sul
do Brasil (BOTH et al., 2011; SCHOLOEGEL et al., 2009), é muito provavel que as
populacdes de anfibios nativos da regido sul do Brasil estejam sendo influenciadas
pela possibilidade de escapes de réas-touro infectadas. Outros estudos tém
demonstrado que a ra-touro apresenta alta prevaléncia de Bd, podendo ser maior do
que outras espécies nativas (BEYER, et al.,, 2015; MARHANKA et al., 2017). A
ampla ocorréncia e capacidade de rapida expansao na area de ocupacao, associada
a elevada prevaléncia encontrada neste estudo, reforca a hipétese de que a ra-touro
esta atuando como reservatorio e vetor de quitridiomicose (MAZZONI et al., 2003;
HANSELMANN et al., 2004; GAHL et al., 2008; GREENSPAN et al., 2012; MARTEL
et al., 2013; BEYER et al., 2015; O’'HANLON et al., 2018) no sul do Brasil.

Os ranarios com manejo aberto apresentaram maior prevaléncia de Bd.
Considerando que apenas um dos ranarios amostrados apresentou manejo fechado,
seria necessario aprofundar os estudos em ranarios, visando esclarecer melhor a
influéncia do tipo de manejo na prevaléncia de Bd. Mesmo assim, é importante
destacar que essa diferenca encontrada, indica que a manutencao das ras somente
em cativeiro, sem contato com as lagoas do entorno, faz com que a prevaléncia de
zoOsporos permaneca baixa, e consequentemente, interrompe a ligacdo entre
fungos do ranario e do ambiente natural. No entanto, com elevada prevaléncia é
muito provavel que esses ranarios possam atuar como fonte constante de entrada
de patdgenos no ambiente natural (MAZZONI et al., 2003). A entrada de zodsporos
pode ser tanto por meio de escapes de animais, quanto por efluentes contaminados,
uma vez que estes sdo destinados ao ambiente natural sem tratamento. Além disso,
deve ocorrer também uma constante troca de cepas de Bd entre ranarios e ambiente

natural, seja pela agua residual, agua captada para a criacdo (MAZZONI et al.,
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2003) ou movimentacdo dos individuos. O comércio de anfibios faz com que os
zoOsporos sejam transportados de um local para outro, ultrapassando barreiras
naturais (KOLBY e DASZAK, 2016; O'HANLON et al.,, 2018). Desta forma, pode
facilitar a circulacdo do patégeno em diferentes ambientes, podendo resultar na
hibridacao de linhagens de Bd, oportunamente culminando em linhagens com maior
viruléncia (SCHLOEGEL et al., 2012; JENKINSON et al., 2016; O'HANLON et al.,
2018), representando maior perigo as especies nativas.

As cargas similares de zodsporos entre 0s ranarios e ambientes naturais
indicam que o patdgeno pode sobreviver em diferentes condigbes ambientais
(SONN et al.,, 2017) e o controle da infeccdo de Bd em ra-touro pode estar
relacionado a tolerancia da espécie em relacdo ao fungo (BEYER, et al., 2015;
SONN et al., 2017). Além disso, encontramos uma carga baixa de infeccdo, com
apenas 5% dos individuos com mais de 10.000 zo6sporos. Cargas de zoOsporos
abaixo de 10.000 sao consideradas infeccbes com baixo risco de morte
(VREDENBURG et al., 2010; KINNEY et al., 2011), embora este padrdao nao é
aplicavel para todas as espécies (PREUSS et al., 2016; HORNER et al., 2017). A
baixa carga de zo6sporos em ra-touro parece comum tanto em condi¢des naturais
quanto em condi¢cbes de laboratério (GREENSPAN et al., 2012; GERVASI et al.,
2013; ESKEW et al, 2015). Esta caracteristica, possivelmente se deve a
mecanismos de tolerancia, que devem impedir estagios avancados da infeccéo,
facilitando a permanéncia do fungo (ESKEW et al., 2015). Outras espécies também
tém apresentando condicbes semelhantes, de alta prevaléncia e baixa intensidade
de zo6sporos (HORNER et al., 2017).

Por outro lado, nés encontramos variacdo na carga de zoOsporos entre 0s
locais, sendo alguns em ambiente natural com elevadas cargas totais, o que denota
que variacdes ambientais apresentam algum tipo de interferéncia. A variacdo nas
caracteristicas fisicas e quimicas, comum nos ambientes naturais, podem propiciar
variacdes temporais e espaciais dos zodsporos, que ainda precisam ser melhor
compreendidas. Neste sentido, condi¢des de cativeiro, mesmo que temporalmente,
podem resultar em cargas mais estaveis e consequentemente, 0 nao
desenvolvimento de sinais clinicos da doencga. Considerando que encontramos
menor prevaléncia e consequentemente menor carga de zodsporos em ranario com

manejo fechado, o tipo de manejo adotado nos criadouros pode ser um fator que
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influencia fortemente nesta variacdo. Além disso, diferentes cepas do patdgeno
podem também exercer algum tipo de influéncia (PIOVIA-SCOTT et al., 2015), pois
cepas mais virulentas podem representar maiores riscos aos anfibios. Além do mais,
a tolerancia da ra-touro a quitridiomicose é importante, pois mantendo uma baixa
intensidade de infeccdo, a espécie pode manter maior densidade populacional e
assim promover a infeccao e reinfeccdo continua nos individuos que se encontram
no ambiente (BRIGGS et al., 2010). Desta forma, diversos fatores podem estar
atuando em sinergia, resultando em variacao na carga de zoGsporos.

A prevaléncia e a carga de zoosporos ndo foram influenciadas pela distancia
das lagoas em relacdo aos ranarios. Assim, individuos de lagoas préximas de
ranarios, que poderiam eventualmente ter escapado ou sido liberados para o
ambiente natural, ndo possuem cargas mais elevadas do que individuos que se
encontram em lagoas mais distantes dos ranarios. Aparentemente, o papel dos
ranarios estd mais relacionado com a ampliacdo da ocorréncia e como fonte
constante de entrada de ra-touro e do patdbgeno nos ambientes naturais do que
como potencializador de zoésporos do fungo.

A carga de infeccdo em individuos de ra-touro nos ambientes naturais
também pode ser influenciada por fatores climaticos (BEYER et al., 2015). NoOs
encontramos influéncia do pH, temperatura do ar e da agua na carga de zoOsporos
nos ranarios e influéncia da temperatura da agua nos ambientes naturais. Os valores
de pH, temperatura do ar e da agua de ambos os ambientes, ranarios e lagoas
naturais, foram similares aos considerados ideais para a ranicultura (SIPAUBA-
TAVARES et al., 2008; MERCANTE et al., 2014). Neste estudo, nds registramos a
média da temperatura da agua proxima dos 26°C, ideais para os anfibios (SIPAUBA-
TAVARES et al., 2008) e também para a carga de Bd (PIOTROWISK et al., 2004;
VOYLES et al.,, 2017), nesta faixa de temperatura (RODDER et al., 2013). As
condi¢cbes de pH, temperatura do ar e da agua dos ranarios podem ajudar a manter
cargas baixas de zodOsporos, mesmo que ndo sejam suficientes para eliminar o
fungo (RODDER et al., 2013). Nos ambientes naturais, altas temperaturas e
periodos mais secos podem influenciar na diminuicdo da infeccdo (WOODHAMS et
al., 2003; KINNEY et al., 2011). Além disso, a composicao genética do hospedeiro, a
resposta imunologica (VAN ROOIJ et al., 2015), o stress fisiologico (RICHARDS-
ZAWACKI, 2010), a composi¢do da microfauna aquética (SCHMELLER et al., 2014)
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e a comunidade de macro invertebrados (SEARLE et al., 2013), podem resultar em
diferentes interacdes entre o patbgeno e o hospedeiro. As varia¢cdes nas condicdes
climaticas podem inibir o sistema imunolégico dos anfibios, tornando-os mais
susceptiveis a infeccdo por Bd (RAFFEL et al., 2012). Assim, embora exista uma
variacdo na carga de zoolsporos de acordo com a temperatura, sendo as
temperaturas mais elevadas relacionadas com as menores cargas, a sobrevivéncia
do individuo parasitado com Bd vai ser determinada pela resposta de seu sistema
imune (SONN et al., 2017). Além disso, a manutencdo da microbiota normal na pele
da ra-touro, potencializa a sua aptiddo como hospedeiro do fungo Bd (WALKE et al.,
2015), ajudando na resisténcia a doenca. Desta forma, a carga de zodésporos de Bd
em ra-touro parece ser explicada por um conjunto de fatores, tanto relacionados as
condicbes do ambiente, como as caracteristicas individuais, como o sistema
imunolégico (ADAMS et al., 2017).

Encontramos que as fémeas apresentaram maiores cargas de infeccao do
gque os machos, da mesma forma que outras espécies também apresentaram
diferencas entre os sexos. Isto tem sido atribuido a fatores fisiol6gicos associados
ao stress ou ao contato com outros individuos infectados (ADAMS et al., 2017). Por
outro lado, ndo encontramos diferengas na carga de zo4sporos entre jovens e
adultos de ra-touro. E possivel que niveis baixos de infeccdo sejam mantidos desde
o periodo larval (MAZZONI et al., 2003; GERVASI et al., 2013), contribuindo para a
baixa taxa de mortalidade. Ao contrario, algumas espécies resistentes na fase larval
apresentam elevados indices de mortalidades na fase adulta (RACHOWICZ e
VREDENBURG, 2004; VAN ROOIJ et al., 2015). Sendo os juvenis resistentes,
podem atuar como dispersores mais eficientes do fungo do que adultos
(RACHOWICZ e VREDENBURG, 2004), pois as larvas podem apresentar maior
mobilidade no ambiente natural, facilitado pelo transporte por ambientes I6ticos
(SEPULVEDA et al., 2015). Também n&ao encontramos uma relagdo positiva entre o
IMC dos individuos e a presenca de zoosporos de Bd. Como a infeccédo por Bd nao
estd produzindo debilidade fisica nos individuos de ra-touro infectados,
possivelmente outros fatores como a microbiota presente na pele possam estar
ajudando a manter niveis baixos de infeccdo (WALKE et al., 2015), resultando na

sua tolerancia ao Bd.



51

A ampla ocorréncia de ra-touro nos ambientes naturais da regido estudada e
a elevada prevaléncia de Bd sugere que, estando presente no ambiente natural, a
ra-touro serve como reservatorio de Bd (ESKEW et al., 2015). Desta forma, as
espécies nativas estdo susceptiveis tanto a contaminacdo com Bd como também a
diversos outros tipos de interacées negativas, como a competicdo e predacao,
relacionadas a presenca de ra-touro (OLIVEIRA et al., 2016c; ADAMS et al., 2017).
Além disso, o0 manejo adotado na maioria dos ranarios desta regido € um ponto
critico, pois o manejo aberto ndo oferece controle de escapes de animais para o
ambiente natural, facilitando o estabelecimento da espécie em novas areas. Neste
sentido, sugerimos a adocdo de protocolos rigorosos de rotina em ranarios que
incluam analises de Bd, inclusive em individuos comercializados, visando promover
a conservacdo das espécies nativas (WINTERS et al., 2014). Sugerimos ainda, a
inclusdo de medidas profilaticas obrigatérias para a manutencdo de ra-touro de
cativeiro. A profilaxia deve levar em conta os locais, equipamentos e utensilios
utilizados, uma vez que esses também sao contaminados (JOHNSON e SPEARE,
2003).

Desta forma, ressaltamos a importancia da manutencéo de programa nacional
de monitoramento de invasdes bioldgicas como um elemento chave para a gestédo
tanto em escala nacional e regional (LATOMBE et al., 2016). Sugerimos que sejam
adotadas medidas urgentes de fiscalizacdo e regulamentacdo mais rigida dos
randrios de todo Brasil, ou mesmo de outras partes do mundo, tornando a ranicultura
uma atividade menos prejudicial a fauna nativa.

S&o0 necessarios mais estudos sobre o impacto direto e indireto da invasao de
ré-touro sobre as populagbes nativas, considerando a disseminacao de doencas,
predacdo e competicdo (KRAUS, 2015; ADAMS et al., 2017). Estudos que
identifiquem as diferentes cepas de Bd (e.g., JENKINSON et al., 2016) também
poderdo contribuir para explicar a origem e distribuicdo de linhagens virulentas, que
podem ocorrer em um regido. A variacdo entre as cepas de Bd é reflexo da
adaptacdo aos ambientes locais, que podem facilitar a transmissdo do Bd em
algumas populacdes (LAMBERTINI et al., 2016). Desta forma, a compreensdo dos
padrbes da dinamica entre patdogeno e hospedeiro € essencial para minimizar 0s

efeitos deletérios de doencas emergentes em espécies potencialmente susceptiveis.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 1

| J

Figura S1. Lagoas em ambientes naturais e ranarios com amostragem do fungo
Batrachochytrium dentrobatidis em ra-touro nos estados do Parana e Santa
Catarina, sul do Brasil. Medianeira/PR (A e C), Chapecdé/SC (D e E), Guatambu/SC
(B e F), S&o Domingos/SC (G e H) e Sao Lourenco do Oeste/SC (I e J).
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo registrou individuos de ra-touro infectados por Bd em todas as
localidades amostradas, ampliando as informacdes sobre a ocorréncia de Bd e ra-
touro no sul do Brasil. Registramos uma geralmente baixa carga de zodsporos em
ré-touro, corroborando com a sugestdo de que esta espécie atua como importante
reservatorio do fungo e provavelmente disseminadora eficiente de quitridiomicose na
regiao de estudo.

Neste sentido, as espécies nativas de anfibios da regido sul do Brasil, que
coocorrem com ra-touro, estdo altamente susceptiveis a quitridiomicose, bem como,
aos demais impactos negativos da presenca de ra-touro nos ambientes, como
competicdo e predacdo. Estudos futuros deveriam priorizar 0 monitoramento das
populacbes de espécies nativas, no sentido de detectar provaveis declinios
populacionais ou extin¢cdes locais relacionados a esses fatores. Ainda, o potencial de
disperséo de Bd pela ra-touro necessita ser melhor compreendido, uma vez que
outros fatores além do escape de individuos para os ambientes naturais, como o
lancamento da agua dos ranarios para 0os ambientes aquaticos, também podem
contribuir com a entrada de patdgenos nos ambientes naturais.

Os ranérios que adotam manejo incluindo lagoas naturais adjacentes
oferecem um risco aumentado de disseminacdo do fungo para os ambientes
naturais, pois existe uma fonte constante de reposi¢éo e troca de zodsporos entre
cativeiro e ambiente natural. Adicionalmente, a troca de matrizes é pratica comum
entre ranarios, podendo representar maiores riscos devido a troca de cepas Bd, com
maior potencial de viruléncia (LAMBERTINI et al., 2016). Desta forma, as praticas de
manejo em ranarios devem incluir controle sanitario e de saida de individuos, além
de monitoramento relacionado a identificacdo do fungo e esterilizacdo, com
tratamento da agua.

Uma vez que as invasdes biolégicas de anfibios estdo se tornando mais
complexas e generalizadas, é necessaria a adogdo de medidas imediatas, que
contribuam para conservacado da biodiversidade brasileira (FORTI et al., 2017).
Neste sentido, outra acao importante é o fortalecimento de grupos de pesquisas e a
divulgacdo de informacdes em espacos educativos formais e nao formais
(VERDADE et al., 2012).
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