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RESUMO

Das 7.529 espécies de anfibios do planeta, 1.080 espécies sdo conhecidas para o Brasil, sendo
1.039 da Ordem Anura. Esse nimero expressivo de riqueza de espécies coloca o Brasil como
0 pais que abriga a maior diversidade de anfibios do mundo. No entanto, em termos de perda
de biodiversidade, os anfibios sdo considerados atualmente a classe de vertebrados mais
ameacados do planeta, e um dos fatores apontados como causador dessa perda é a infecgédo
causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). Com isso, este trabalho teve como
objetivo geral avaliar a riqueza de espécies de anuros determinando a sua distribuicdo espacial
e sua sazonalidade, verificando a presenca do fungo Batrachochytrium dendrobatidis. A area
de estudo compreende o Parque Natural Municipal Augusto Ruschi, em Sao José dos
Campos, estado de Sdo Paulo. As amostragens foram realizadas de agosto de 2015 a julho de
2016. Foram utilizadas trés diferentes metodologias para o encontro dos anuros e a técnica de
PCR para deteccdo da presenca do Bd. Foram registradas 33 espécies de anuros distribuidas
em 19 géneros, pertencentes a nove familias. A curva do coletor sugere que novas visitas a
campo raramente acrescentardo espécies a lista do PNMAR Em relacdo a distribuicdo espacial
Nos anuros, a area que apresentou a maior riqueza de espécies foi interior de mata, o que esta
relacionado & maior heterogeneidade ambiental, que permite as espécies segregarem
uniformemente no ambiente, diferente dos ambientes de area aberta e borda de mata que
apresentam menor estratificacdo vertical e sdo menos estaveis em relacdo aos disturbios e
variacBes climaticas. As analises de quais fatores influenciaram a riqueza de anuros,
mostraram que houve associacdo positiva entre todos os fatores abioticos (temperatura média,
méaxima, minima e pluviosidade), porém apenas a temperatura média (p=0,053, rs= 0,32) e
méaxima mensal (p=0,005, rs= 0,56), apresentaram resultados significativos (p<0.05). Foram
analisadas as 101 amostras e todas apresentaram resultados negativos para a presenca de Bd.
Devido aos resultados negativos encontrados nas analises moleculares das amostras coletadas,
ndo foi possivel tracar um padrdo de contaminagdo de acordo com 0s modos reprodutivos.
Todavia este resultado apresenta mais uma area que se encontra livre da infec¢do causada
pelo fungo. Os resultados aqui apresentados podem ser utilizados para 0 manejo do PNMAR,
a fim de criar estratégias de preservacdo dos diferentes habitat de reproducéo, tanto aqueles
inseridos em fragmentos florestais quanto aqueles encontrados em areas abertas. Novos
estudos devem ser direcionados a confirmar uma area que pode estar livre da infeccéo
causada pelo fungo Bd.

Palavras — Chaves: anurofauna, ecologia, conservacao, quitridiomicose.
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1 INTRODUCAO

O nome “anfibio” provém do grego (amphi = duplo; bio = vida) e se deve ao fato de
que grande parte das espécies apresentam duas fases de vida: uma fase larval aquatica
(girino), onde apresentam respiragdo branquial e a maioria possui alimentacdo a base de
detritos de plantas; e a outra fase, a terrestre, onde o adulto possui respiragdo pulmonar e
cutanea, onde a maioria das espécies sdo estritamente carnivoras (BERNARDE, 2012). Os
anfibios sdo extremamente dependentes das caracteristicas do habitat em que vivem e um dos
fatores correlacionados a essa caracteristica € por possuirem a pele permeével (WELLS,
2007), e diferentes modos reprodutivos que apresentam uma especificidade a diferentes
micros ambientes (HADDAD et al., 2013).

Os anuros sdo fundamentais na cadeia trofica dos ecossistemas (DUELLMAN;
TRUEB, 1994), pois fazem parte da dieta de uma grande variedade de predadores, estando
presentes na dieta de todas as classes de vertebrados e de alguns invertebrados (TOLEDO;
RIBEIRO; HADDAD, 2007). Apesar de apresentarem em sua dieta principalmente
invertebrados, 0s anuros podem se tornar presas desses animais, dependendo do tamanho e da
relacdo presa-predador (TOLEDO; RIBEIRO; HADDAD, 2007), o que ressalta a importancia
da conservacao desses animais para o equilibrio do ecossistema.

Das 7.529 espécies de anfibios do planeta (FROST, 2016), 1.080 espécies sdo
conhecidas para o Brasil, sendo 1.039 pertencentes a Ordem Anura (SBH, 2016). Esse
namero expressivo de riqueza de espécies coloca o Brasil como o pais que abriga a maior
diversidade de anfibios do mundo (SBH, 2016). Para o estado de Séo Paulo, que é um dos
mais impactados pela acdo antrépica, sdo conhecidos 31% do total de espécies descritas para
0 Brasil (ROSSA-FERES et al., 2008). O nimero de estudos envolvendo os anuros vem
aumentando ao longo dos ultimos anos e com auxilio de estudos moleculares, novas especies
e mudangas taxondmicas em algumas familias vém sendo propostas constantemente
(DUELLMAN; MARION; HEDGES, 2016).

Em termos de perda de biodiversidade, os anfibios sdo considerados atualmente a
classe de vertebrados mais ameacados do planeta, com mamiferos e aves ocupando a segunda
e terceira posicdo respectivamente (STUART et al., 2004; KILPATRICK; BRIGGS;
DASZAK, 2009). Diversos fatores como fragmentacdo e perda de habitat, presenca de
contaminantes quimicos ou orgédnicos nos ambientes, aumento da radiagdo UV-B,

aquecimento global, mudancas climaticas e introducdo de espécies exdticas sdo apontadas
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como as causas dessa ameaca (YOUNG et al. 2001, 2004; STUART et al., 2004). As
alteracOes climaticas afetam diretamente os anfibios, pois alteram as condi¢fes ambientais e
reduzem os habitats para reproducdo, além de favorecer a presenca de espécies exoticas
(AVILA; FERREIRA 2004).

A destruicdo dos habitats vem sendo apontada como principal causa de perda em
namero de espécies e embora seja dificil encontrar ambientes que ndo tenham sofrido acdo
antropica, algumas comunidades de anfibios estdo em declinio mesmo onde a fragmentagéo
ambiental ndo é ostensiva (BLAUSTEIN et al., 2005). Ao lado da destruicdo de ambientes, a
acao do fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), vem sendo apontada como uma das
principais causas de declinio de espécies de anfibios nos cinco continentes (BERGER et al.,
1998; DASZAK et al., 1999; BOSCH; MARTINEZ-SOLANO; GARCIA-PARIS, 2001;
SKERRATT et al., 2007; FISHER; WALKER; GARNER 2009).

O Bd é causador de quitridiomicose, uma doenca que afeta fundamentalmente a parte
cuténea dos anfibios (SKERRAT et al., 2007). O zoosporo, fase infectante, do Bd é aquatico e
realiza uma colonizacdo eficaz em seus hospedeiros tanto em estagio larval (girinos) quanto
em adultos (GREENSPAN et al. 2012). A maior parte das espécies de anfibios anuros da
Mata Atlantica possui parte de sua atividade reprodutiva dependente de corpos d"agua
(HADDAD et al. 2013); e durante as atividades de acasalamento, o contato direto entre
adultos, ou ainda, seus comportamentos agregativos podem favorecer a transmissdo e
contaminacdo pelo Bd (PIOTROWSKI; ANNIS; LONGCORE, 2004). A disseminacdo do
fungo Bd, tem despertado o interesse de varios pesquisadores e agéncias de fomento, devido a
sua agressividade e dispersdo nos ambientes de Mata Atlantica.

Este trabalho tem como objetivo ampliar o conhecimento sobre a presenca e
distribuicdo do fungo Bd em um fragmento isolado e conservado da Mata Atlantica, assim
como fornecer informacdes para o0 melhor conhecimento da disperséo do fungo e sua relagéo
com a composi¢do da anurofauna e seus comportamentos. A caracterizacdo da partilha
espacial e temporal permitira a compreensdo da organizacdo das taxocenoses de anfibios em
um fragmento da Unidade de Conservacdo de Protecdo Integral (UCPI) Parque Natural
Municipal Augusto Ruschi (PNMAR) e verificar se existe um padrdo existente de

contaminag&o por Bd.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Distribuicdo espaco-temporal de anfibios anuros

A Mata Atlantica possui uma grande variacdo latitudinal, climatica, geoldgica e
ambiental, o que ocasiona uma ocupacdo e a grande diversidade de espécies (MORELLATO;
HADDAD, 2000; TOLEDO et al., 2008). A heterogeneidade do habitat € apontada como um
importante estruturador das comunidades de anuros (CARDOSO; ANDRADE; HADDAD,
1989; PARRIS, 2004; SILVA; CANDEIRA; ROSSA-FERES, 2012), pois nesses ambientes
diversificados, & possivel que mais espécies coexistam, em comparacdo a ambiente
homogéneos (CONTE; ROSSA-FERES, 2007; SANTOS; ROSSA-FERES; CASATTI,
2007). A heterogeneidade é importante para os anuros, principalmente devido a diversidade
de modos reprodutivos especializados, que exigem diferentes caracteristicas do habitat e até
diferentes substratos para empoleiramento e oviposi¢cdo (HADDAD et al., 2013)

A importancia do ambiente para os anuros ja é conhecida (WELLS, 2007) e devido a
isso, existem diferencas exigidas por cada espécie e que apresentam diferencas para cada
regido (ERNST; RODEL, 2008; VASCONCELOS et al., 2009). Identificar quais fatores
influenciam os padrdes de distribuicio e abundancia das espécies & importante para
compreender quais sdo 0s requisitos minimos para a manutencdo das diferentes taxocenoses
(MAGURRAN, 2011). As taxocenoses sao reguladas tanto pelas interacdes ecoldgicas entre
as espécies e sua histéria natural, quanto pela sua associacdo aos fatores bidticos e abioticos
no habitat (ETEROVICK, 2003). A coexisténcia das espécies em uma taxocenose deve-se a
utilizacdo diferenciada dos recursos disponibilizados, de forma que ndo ocorra competicao
interespecifica direta, sendo a taxocenose organizada espacialmente ou temporalmente
(CARDOSO; ANDRADE; HADDAD, 1989).

A partilha espacial ocorre, principalmente, em periodos reprodutivos, onde os anuros
estabelecem diferentes estratégias para diminuir sua competicdo interespecifica (CARDOSO;
ANDRADE; HADDAD, 1989; CONTE; ROSSA-FERES, 2007). A partilha se da por meio
da utilizacdo de diferentes habitats e micro-habitat, como sitios de vocalizagdo e desova,
relacionados ao comportamento alimentar e/ou reprodutivo de cada espécie (DUELLMAN;
TRUEB, 1994). As escolhas da distdncia da margem para vocalizacdo ou altura do
empoleiramento podem influenciar diretamente o distanciamento espacial entre as espécies
garantindo uma maior ou menor partilha espacial (CARDOSO; ANDRADE; HADDAD,
1989; POMBAL Jr., 1997). Ja a partilha temporal se da por meio de caracteristicas de

4



tolerdncia aos fatores abidticos, como variacdes de temperatura, pluviosidade e umidade
relativa do ar, a variagdo dessas variaveis influencia os periodos de atividades e acabam
segregando os anuros sazonalmente (DUELLMAN; TRUEB, 1994).

O conhecimento da distribuicdo temporal e espacial dos organismos é importante para
0 entendimento de processos de inter-relacdo com o ambiente (BREWER, 1994). Esses
mecanismos de isolamento reprodutivo primério sdo importantes para sucesso reprodutivo,
até mesmo de espécies simpatricas (POMBAL Jr., 1997). Ao lado desses mecanismos, a
partilha acustica se torna importante para que haja o reconhecimento das espécies, combinado
a padrdes espectrais e temporais do canto, como emissdo de diferentes frequéncias, duracao
das notas entre outras caracteristicas para reducdo da interferéncia actstica (DUELLMAN;
PYLES, 1983; ROSSA-FERES; JIM, 2001; WOGEL; ABRUNHOSA; POMBAL Jr, 2002).

Diversos estudos buscam compreender a influéncia dos componentes do ambiente e
como estes atuam na estruturacdo da comunidade de anuros (PARRIS, 2004; ERNST,;
RODEL, 2005; SANTOS; ROSSA-FERES; CASATTI, 2007; WERNER et al., 2007;
VASCONCELOS et al., 2009; SILVA; CANDEIRA; ROSSA-FERES, 2012). Resultados
diferentes sdo encontrados para cada regido, sendo a divergéncia desses resultados atribuida
as diferentes fitofisionomias encontradas e o clima de cada regido (ERNST; RODEL, 2005),
tamanho e isolamento do fragmento (EWERS; DIDHAM, 2008) e histdria natural das
espécies no local de estudo (VASCONCELOQOS et al., 2009).

O encontro de espécies, com dados deficientes e registros novos de distribuicdo de
espécies ainda pouco estudadas, em fragmentos isolados como o Parque Natural Municipal
Augusto Ruschi (PNMAR), em Sédo José dos Campos, estado de Sado Paulo (MOROTI et al.,
2016), mostra a importancia de um fragmento florestal para conservacao de anfibios. Outras
areas com caracteristicas similares ao PNMAR, tais como tamanho e localizacdo perto de
areas urbanas, também revelaram abrigar novas espécies e uma riqueza consideravel de
anuros (SANTANA et al., 2008; SANTANA et al., 2012; MOROTI et al., 2016), destacando
0 papel dessas areas na manutencéo e capacidade de suporte para espécies endémicas de Mata

Atlantica.

2.2  Batrachochytrium dendrobatidis

O declinio de anfibios vem ocorrendo em diversos biomas mundiais, podendo afetar
mais da metade das espécies de anfibios conhecidas em todo mundo (YOUNG et al., 2001).

Desde 1980, registros de declinios populacionais de anfibios vém sendo relatados para o
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Brasil por diversas causas e em diferentes biomas, incluindo a Mata Atlantica (CARNAVAL
et al., 2006; TOLEDO et al., 2006; JENKINSON et al., 2016). Entre as causas desse declinio
estdo doencas causadas por uma grande diversidade de agentes patogénicos como: Virus,
bactérias, vermes parasitas, protozoarios e fungos (CAREY, 1993; BERGER et al., 1998;
JOHNSON et al., 1999; DASZAK et al., 1999; DASZAK et al., 2003). O fungo quitridio,
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), responsavel por uma infec¢do cutdnea denominada
quitridiomicose €, atualmente, considerada um dos principais responsaveis declinio mundial
de populacGes de anfibios (SKERRATT, et al. 2007).

O Bd é um fungo intracelular que ataca as células queratinizadas da epiderme de seu
hospedeiro (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999), causando desequilibrio na fisiologia
ativa da pele por meio da sua interferéncia nos processos de troca de agua, gases e eletrolitos,
assim como o efeito causado no sistema imune por meio da liberacdo de fatores toxicos que
inibem a proliferacdo de linfdcitos no sistema de defesa do individuo infectado (VOYLES et
al., 2009; FITES et al., 2013). Os primeiros registros da infec¢do causada pelo Bd ocorreram
na Australia e na América Central, tanto no meio natural quanto em cativeiro (BERGER et
al., 1998; LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999). Nos ultimos anos ja € conhecida nos
cinco continentes e tem sido relacionada com o declinio de diversas espécies de anfibios
(SKERRAT et al., 2007).

A fase infectante do Bd é aquética, representada pelo esporo flagelado denominado
zoosporo (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999), que realiza uma colonizacéo eficaz em
seus hospedeiros tanto em estagio larval (girinos), quanto em adultos (GREENSPAN et al.
2012) devido a dependéncia da agua para sua fase reprodutiva (HADDAD et al. 2013). Sua
transmissdo também pode ocorrer por meio do contato direto entre adultos durante
acasalamento e por comportamentos agregativos (PIOTROWSKI; ANNIS; LONGCORE,
2004).

O Bd apresenta ampla distribuicdo pelo mundo e se mostra um patogeno generalista
(OLSON et al., 2013). Possui uma ampla faixa de temperatura de crescimento, variando entre
4°C a 28°C e com seu Otimo variando entre 17°C e 23°C (PIOTROWSKI; ANNIS;
LONGCORE, 2004). A quitridiomicose pode ser considerada a pior doenca infecciosa entre
vertebrados, devido ao numero de espécies impactadas e sua propensdo a leva-los a extingédo
(FISHER; GARNER, 2007), em sua maioria anuros, mas também membros das ordens
gymnophiona e caudata (GOWER et al., 2012).



A dindmica de infeccdo deste patdgeno segue as linhagens geneticamente diferentes
do Bd na natureza (FARRER et al.,, 2011; SCHLOEGEL et al., 2012) e sua variagéo
fenotipica diretamente relacionada com taxas de infeccdo (BRANNELLY et al., 2015); bem
como o comportamento, densidade e sistema imune dos hospedeiros (ROWLEY; ALFORD,
2007; RAMSEY et al., 2010), grau de desmatamento e cobertura de dossel (BECKER,;
ZAMUDIO, 2011) e sazonalidade de infeccdo pelo Bd em relagéo a diferentes regides e
especies analisadas (LENKER et al., 2014; RUGGERI et al., 2015).

Em girinos a desqueratinizacdo do aparelho bucal esta fortemente relacionada a
quitridiomicose (TOLEDO et al., 2006). Em um estudo da Mata Atlantica, foram encontrados
anuros em fase adulta mortos, aparentemente sem apresentarem nenhum sinal fisico da
infeccdo (CARNAVAL et al.,, 2006). Ruano-Fajardo, Toledo e Mott (2016), também
relataram ndo terem observado nenhum sinal clinico na espécie Phyllodytes edelmoi, apesar
das altas cargas de infeccdo detectadas, um resultado que vém sido apontado constantemente
em anuros de Mata Atlantica.

Além dos anfibios como hospedeiros do Bd, sdo conhecidos atualmente outros vetores
do patdgeno na natureza. Brannelly et al. (2015) detectaram o Bd em lagostas, podendo estes
atuarem como vetores da infeccdo para os anfibios. Tanto as populacdes naturais quanto as de
criagdo em cativeiro para fins comerciais foram detectadas transportando Bd, e que a carga de
infecgdo foi sazonal e similar as encontradas nas comunidades de anfibios, sendo maiores em
temperaturas mais frias e menores em temperaturas mais altas. Esta informacdo se faz
fundamental no conhecimento da dinamica da infeccdo e distribuicdo do Bd, principalmente
devido as lagostas serem animais comercializados globalmente, como a espécie Procambarus
clarkii (BRANNELLY et al., 2015).

Determinadas especies e se suas populaces estdo saudaveis, podem indicar com
precisdo o estado de conservacao do ambiente em qual vivem (BOSCH, 2003), logo conhecer
0 status de conservagdo das comunidades de anuros nos fragmentos € também verificar a
conservacdo de todo ecossistema local. Levando em consideracdo a riqueza de especies
endémicas de Mata Atlantica no PNMAR (MOROTI et al., 2016) e a ampla distribui¢cdo do
Bd no mesmo bioma, é fundamental detectar a presenca deste fungo. A partir disso,
dimensionar o impacto da infeccdo na comunidade de anuros e buscar compreender quais
anfibios podem estar mais susceptiveis a infeccdo causada pelo Bd e com os resultados
estabelecer estratégias sanitarias para conter a infeccdo ou preservar uma area que pode estar

ainda isolada da infeccéo.



3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a composicao de espécies de anuros determinando a sua distribuicéo espacial e

a sazonalidade correlacionando a presenca do fungo Batrachochytrium dendrobatidis.

3.2 Objetivos especificos

- Estimar a riqueza e a constancia de ocorréncia das espécies no Parque Natural

Municipal Augusto Ruschi

- ldentificar variaveis climaticas e ambientais que influenciam a riqueza e a diversidade

das espécies.

- Levantar dados sobre a ocorréncia dos anuros nos ambientes determinando o uso do

ambiente e a sazonalidade da vocalizacéo.

- Avaliar a presenca ou auséncia do fungo Bd em anuros.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

O estudo ocorreu no municipio de Sdo José dos Campos, S&o Paulo. A cidade possui
um territério 1.102km2 e com quase trés séculos de constantes ampliacBes, possui suas
paisagens altamente fragmentadas, restando apenas 10,17% de sua area coberta por fragmento
de mata atlantica (MORELLI et al., 2003). O sistema de classificacdo desenvolvido por
Koppen classificou o clima da cidade no tipo Aw, onde a temperatura maxima varia entre
23,3% e 30,2°C e a temperatura minima variando entre 11,7°C e 19,8°C. Os meses de junho a
agosto sdo os mais secos, com valores menores a 50mm de pluviosidade, no entanto em
janeiro, que é o més mais chuvoso, os valores chegam a 210,7mm (SCOFIELD et al., 2000).

A area amostrada pertence ao Parque Natural Municipal Augusto Ruschi (PNMAR)
(23° 04°20” S, 45° 55°56” W), que fica localizada na estrada do Turvo, préxima ao bairro do
Costinha, zona rural, distante cerca de 20 km do centro da cidade de Sdo José dos Campos,
estado de S8o Paulo (Figura 1). A area compreende um total de 2.467.436,75 mz2, em terreno
montanhoso, variando de 640 a 1040 m de altitude (Figura 2). A area foi adquirida entre os
anos de 1902 e 1932 pela prefeitura de Sdo José dos Campos e era anteriormente chamada de
Reserva Florestal da Boa Vista no ano 1979, a reserva foi criada pela lei municipal 2.163/79
de 6 de abril de 1979 e sua denominacao alterada para Reserva Ecoldgica Augusto Ruschi em
1986, em homenagem ao naturalista que dedicou a vida ao estudo da fauna e flora brasileira.
Em setembro de 1982 foi integrada a Area de Protecio Ambiental — APA da bacia do Rio
Paraiba do Sul (SILVA, 1989).

Em 17 de setembro de 2010, a reserva foi enquadrada na categoria Unidade de
Conservacdo de Protegéo Integral, pela lei municipal n. 8.195, se tornando a primeira unidade
de conservagdo da cidade, tornando o Parque Natural Municipal Augusto Ruschi. O principal
objetivo da area € a preservacdo do ecossistema natural, sendo permitidas apenas atividades
de desenvolvimento de educacdo, recreacdo com a natureza, turismo ecoldgico e pesquisas

cientificas.



Figura 1: O mapa a esquerda mostra 0 mapa do Brasil, com destaque para o estado de S&o Paulo. O mapa a
direita e o ponto vermelho, indicam a localizacdo do fragmento de Mata Atlantica pertencente ao Parque Natural
Municipal Augusto Ruschi (23° 04°20” S, 45° 55°56” W), no municipio de S&o José dos Campos, S&o Paulo. Os
mapas foram realizados por meio do programa QGis®.

= (‘.n«)‘«;k“-

Figura 2: Imagem de satélite do Parque Natural Municipal Augusto Ruschi, o tracado amarelo indica os limites
da unidade de conservacdo. Imagem obtida por meio do programa Google Earth®
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4.2 Metodologia de campo

As visitas a campo e projeto-piloto tiveram inicio no més de maio de 2015 com saidas
para reconhecimento e estabelecimento da area a ser estudada e periodo amostral. Em agosto
de 2015, iniciaram as visitas com coletas de dados, se encerrando em julho de 2016,
totalizando 12 meses de estudo. Foram realizadas quatro saidas mensais, distribuidas ao longo
de cada més, em ambos os periodos (diurno e noturno). Nas observacGes noturnas foram
utilizadas lanternas de cabeca com luz branca.

Foram utilizadas trés metodologias para amostragem de anuros (HEYER,
DONNELLY; MCDIARMID, 1994), que consistiram em: a) Busca ativa: consiste na procura
de anfibios em troncos, pedras, bromélias e demais reflgios encontrados; b) Transeccdo por
busca auditiva: Ocorreu em duas trilhas ja existentes no interior da area de estudo, que foram
percorridas de forma lenta, a fim de amostrar anuros que vocalizam em pogas temporarias,
serrapilheira, em corregos no interior de mata ou distantes de corpos d’agua; e C) procura em
sitios de reproducao.

Todos os espécimes encontrados foram registrados e identificados taxonomicamente
por meio de guias de identificacdo de Anfibios da Mata Atlantica (HADDAD et al., 2013) e
demais trabalhos de descricdo de cada espécie. As espécies encontradas vocalizando, tiveram
registrados os dados do micro-habitat (poca temporaria em area aberta, poca temporaria em
area florestal, serrapilheira, lagoa permanente, riacho em area aberta e riacho em érea
florestal), macro-habitat (area florestal, area aberta e borda de mata) e o respectivo sitio de
vocalizacdo utilizados para a reproducdo. Para a formulacdo dos mapas de calor, indicando a
area de encontro das espécies e suas respectivas distribuicbes e abundancia, foram
consideradas apenas as espécies em vocalizacdo durante o periodo estudado, a fim de
determinar quais areas do PNMAR s&o utilizadas para reproducdo de cada espécie. Cada
individuo em atividade de vocalizagdo ou visualizado teve sua coordenada anotada para a
posterior analise no programa Qgis®. As informacgdes das coordenadas geograficas foram
obtidas com o auxilio de GPS Garmin Etrex10.

A confirmagdo da identidade das espécies se deu por comparagdo dos exemplares
coletados com material depositado nas colecbes cientificas da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) e Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS). Os
exemplares capturados foram eutanasiados, seguindo os principios éticos estabelecidos pelo
comité de ética da Universidade do Vale do Paraiba, sendo posteriormente fixados em formol
10% e conservados em alcool a 70%. Os espécimes testemunhos se encontram depositados
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nas colecBes cientificas da UNICAMP e da UFMS (Tabela 1). As coletas dos exemplares
foram efetuadas mediante licengca do IBAMA/ICMBI0/SISBio n° 48620-2 e do Comité de
Etica em Experimentagdo Animal (n° 05/CEUA/2014).

4.3 Metodologia de coleta de amostra bioldgica

A captura dos anuros foi realizada de modo manual por meio de busca ativa. A coleta
de material biolégico segue o protocolo sugerido por Hyatt et al. (2007) e Lambertini et al.
(2013), com a aplicacdo de swabs na superficie epidérmica, dorsal, ventral, de dedos e
membranas interdigitais (Figura 3), cinco vezes em cada superficie. Todos os animais foram
manipulados com luvas cirdrgicas descartadas apés o termino do procedimento, a fim de
evitar a contaminacdo por contato cruzado. A escolha da utilizacdo do swab foi feita por ser
um método ndo invasivo, pratico para utilizacdes em campo que possibilita a utilizacdo com

seguranca para os diferentes estagios evolutivos dos anuros, aléem de ser pouco estressante

para 0s animais.

Figura 3: Forma de coleta de amostra biol6gica utilizada seguindo os protocolos propostos por Hyatt et al., 2007
e Lambertini et al. (2013). (a) Anuro encontrado vocalizando por meio de busca ativa; (b) Captura de modo
manual com auxilio de luvas e coleta de material bioldgico com a aplicacdo de swabs na superficie epidérmica
dorsal, (c) ventral, (d) dedos e membranas interdigitais.
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Para evitar possiveis recapturas e contaminacao foi determinado um dia especifico de
amostragem para cada espécie. Cada individuo capturado foi acondicionado em um saco
plastico individual e solto apenas quando todas as capturas de amostras foram finalizadas.
Logo, ap6s a coleta dos dados os animais eram soltos no mesmo lugar em que foram
capturados.

Os swabs foram acondicionados em criotubos (tubos criogénicos) de 1,5 mL (secos) e
estocados em um freezer convencional a -20°C até o momento do uso. As coletas de amostra
bioldgica dos exemplares foram efetuadas mediante licenca do IBAMA/ICMBIo/SISBio n°;
48620-2 e do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (n° 05/CEUA/2014).

4.4 ldentificagcdo molecular do fungo Batrachochytrium dendrobatidis

Apdbs a coleta do material, a extracdo de DNA foi realizada seguindo o protocolo
proposto por Lambertini et al. (2013). De acordo com os passos: 1- Foi adicionados 100 pL
do reagente PrepMan ULTRA® (Applied Biosystems) a cada criotubo contendo o swab; 2-
Os tubos foram agitados em vortex por 45 segundos, centrifugados por 30 segundos a
12.000 r.p.m e posteriormente agitados em vortex novamente por 45 segundos e centrifugados
por 30 segundos a 12.000 r.p.m; 3- Aquecidos em banho com éagua fervente por 10 minutos,
resfriados em temperatura ambiente por 2 minutos; 4- centrifugados por 1 minuto a
12.000 RPM, logo ap6s ocorreu a inversdo do swab dentro do criotubo, utilizando pincas
flambadas a cada inversao, e depois centrifugados por 5 minutos a 12.000 RPM. Os swabs
apos o ultimo procedimento, foram descartados e os criotubos centrifugados rapidamente por
alguns segundos. Logo ap6s, foi transferido 45 pL da solucdo para novos tubos; 5- J& nos
novos tubos, estes foram centrifugados por 10 minutos a 12.000 RPM e preparados uma
diluicdo de 1:10 do material genético que foram estocados. A amplificacdo do DNA é
realizada por meio da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), de acordo com o
protocolo de Lambertini et al. (2013) e utilizou os iniciadores (primers) especificos do Bd:
Bdla (5>-CAGTGTGCCATATGTCACG-3’), e Bd2a (5’-CATGGTTCATATCTGTCCAG-
3”). Para uma reagdo com volume final de 25 pL, foi preparado um mix contendo 1 uM de
cada primer, MgCl, (0.9 mM), 1XTagq Buffer, 0.2 mM de cada dNTP e 0.8U de
TagPolymerase. As condigdes de amplificacdo utilizadas foram: desnaturacéo inicial a 93°C
por 10 minutos, seguida de 30 ciclos de 45 segundos a 93°C, 45 segundos a 60°C, 1 minuto a

72°C, e extensdo final a 72°C por 10 minutos. Apds a reacdo de PCR, aproximadamente
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10 pL de cada amplificado foi analisado em gel de agarose 0,7%, juntamente com um 1kb
DNA ladder, utilizado como um padréo de tamanho de DNA. O gel foi corado com brometo
de etidio e visualizado em transluminador de luz ultravioleta. O resultado é considerado
positivo para presenca de Bd quando forem visualizadas bandas de amplificacdo de
aproximadamente 300 pb. As anélises moleculares (Figura 4) para a deteccéo do fungo foram
realizadas no laboratério de Dindmica de Compartimentos Celulares no Instituto de Pesquisa
e Desenvolvimento (IP&D), na Universidade do Vale do Paraiba, Sdo José dos Campos,

estado de Séo Paulo.

Figura 4: Anélise molecular realizada no laboratério de Dindmica de Compartimentos Celulares no Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D), na Universidade do Vale do Paraiba, Sdo José dos Campos, estado de Sao
Paulo. (a) Adicdo de 100pL do reagente PrepMan ULTRA® em cada criotubo contendo o swab; (b, c) inversdo
do swab dentro do criotubo, utilizando pingas flambadas a cada inverséo; (d, e) Preparacéo da diluigdo 1:10 em
ambiente estéril; (f) Preparagdo do mix com volume final de 25uL; (g) Termociclador programado para
amplificagdo do material; (h, i) Apos a reagdo de PCR, o material foi preparado para ser analisado em gel de
agarose 0,7%, juntamente com um DNA ladder como um padrdo de tamanho de DNA.
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4.5 Analise estatistica

Para analise dos dados abioticos foi realizada uma analise de regressao entre os dados
ambientais (temperatura média, minima e méaxima mensal e pluviosidade) e o nimero de
espécies em atividade de vocalizacdo, sendo considerados significativos os valores de p<0,05.
Para essas analises e para realizacdo dos graficos de dispersdo foi utilizado o programa
BioEstat 5.0%. As informacdes sobre os fatores abi6ticos foram adquiridas por meio da
plataforma online do site “www.wunderground.com”, com a estagdo meteorologica localizada
a 20km da area de estudo.

A ocorréncia das espécies registradas foi avaliada pelo uso do indice de constancia de
ocorréncia (DAJOS, 1978), com classificacdo em: Frequentes (F): espécies que estiveram
presentes em 40% ou mais da amostragem; Ocasionais (O) presentes entre 15% e 40% das
amostragens; Raras (R): quando estiveram presentes menos que 15% das amostragens. A
curva do coletor foi calculada a partir da média de 50 aleatorizacGes geradas com os dados
obtidos em campo pelo programa EstimateS versdo 6.0b1.

Para andlise da distribuicdo espacial foram categorizados em macro-habitats e micro-
habitats. Os macro-habitats foram classificados em: &area aberta, borda de mata (&rea de
transicdo) e area florestal. Os micro-habitats foram diferenciados pelo tipo de ambiente
utilizado como sitio de vocalizacdo utilizado: Pocga temporaria em area aberta (PTAA), poca
temporaria em area florestal (PTAF), riacho em area florestal (RAF), riacho em &rea aberta
(RAA), serrapilheira (SER) e lagoa permanente (LP). Para andlise da similaridade da
anurofauna dos macro-habitats e micro-habitats, foi utilizado o indice de afinidade de Jaccard,
com posterior analise de agrupamento (“clustering”) pelo método de média ndo ponderada por
meio do uso do programa Past®. Para a realizagéo das anélises estatisticas foram utilizadas

apenas as especies em atividade reprodutiva durante o periodo amostrado.
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5 RESULTADOS

5.1 Riqueza, Ocorréncia e Diversidade

Foram registradas 33 espécies de anuros distribuidas em 19 géneros, pertencentes a
nove familias (Tabela 1; Figura 5, 6 e 7): Brachycephalidae (n=3), Bufonidae (n=2),
Craugastoridae (n=1), Hylidae (n=15), Hylodidae (n=1), Leptodactylidae (n=6), Microhylidae
(n=2), Odontophrynidae (n=1) e Phyllomedusidae (n=2). O encontro da espécie Scinax
cardosoi (Figura 6¢) no PNMAR, consiste no primeiro registro de ocorréncia da espécie para
0 estado de Séo Paulo. A assembleia de anuros do PNMAR é composta em sua maioria por
espécies da familia Hylidae (45,5%), seguidas pelas familias Leptodactylidae (18,2%) e
Brachycephalidae (9,1%), ja as demais familias totalizaram 27,2%.

Das 33 espécies encontradas no PNMAR, 82% foram encontradas em poucas
amostragens, onde 12 espécies foram classificadas como ocasionais (36%) e 15 espécies
(45% das espécies) classificadas como raras (Tabela 1). As espécies classificadas como
frequentes representaram 18% da comunidade de anfibios do PNMAR (n=6). As espécies que
ndo foram visualizadas em atividade reprodutiva foram encontradas em poucas amostragens e
em encontros fortuitos, logo este resultado ndo reflete a abundancia populacional dessas

espécies.

Tabela 1: Espécies de anuros registrados no Parque Natural Municipal Augusto Ruschi (PNMAR), municipio de
Séo José dos Campos, estado de Sdo Paulo, no periodo de agosto de 2015 e julho de 2016. A coluna “Figura”
indica cada espécie fotografada no PNMAR nas figuras 5,6 e 7. Constancia de ocorréncia (Const.) indicado
pelas letras F= Frequente, O=Ocasional, R=Rara. Coluna “Voucher” indica o nimero de tombo nas colegdes
cientificas (ZUEC — Universidade Estadual de Campinas; ZUFMS e MAP — Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul) *Espécie registrada apenas por meio de vocalizagdo.

Familia/espécies Figura Const. Voucher

Brachycephalidae

Brachycephalus ephippium (Spix, 1824) 5a F ZUEC 23296
Ischnocnema aff. guentehri (Steindachner, 1864) 5b 0 ZUEC 23303-04
Ischnocnema aff.. verrucosa Reinhardt and Litken, 1862  5c¢ R ZUEC 23320-22
Bufonidae

Rhinella icterica (Spix, 1824) 5d R ZUEC 23312
Rhinella ornata (Spix, 1824) 5e 0 ZUEC 23309
Craugastoridae

Haddadus binotatus (Spix, 1824) 5f F ZUEC 23310-11
Hylidae

Aplastodiscus arildae (Cruz e Peixoto, 1987) 59 0 ZUEC 23298
Aplastodiscus leucopygius (Cruz e Peixoto, 1985) 5h F ZUEC 23299
Bokermannohyla circumdata (Cope, 1871) 5i R ZUEC 23325
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Bokermannohyla luctuosa (Pombal e Haddad, 1993) 5j F ZUEC 23318-19
Dendropsophus elegans (Wied-Neuwied, 1824) 5k 0] ZUEC 23300
Dendropsophus sanborni (Schmidt, 1944) 51 R ZUEC 23301
Hypsiboas faber (Wied-Neuwied, 1821) 5m F ZUEC 23306
Hypsiboas pardalis (Spix, 1824) 5n F ZUEC 23302; 23336
Hypsiboas prasinus (Burmeister, 1856) 50 0 ZUEC 23297
Hypsiboas semilineatus (Spix, 1824) 6a R ZUEC 23316
Ololygon obtriangulata (Lutz, 1973) 6b 0] ZUEC 23331-34
Scinax cardosoi (Carvalho-e-Silva e Peixoto, 1991) 6¢c R ZUEC 23323
Scinax crospedospilus (Lutz, 1925) 6d 0 ZUEC 23314
Scinax fuscovarius (Lutz, 1925) 6e R MAP 1641
Scinax hayii (Barbour, 1909) 6f R ZUEC 23326
Hylodidae

Hylodes aff. sazimai (Haddad e Pombal, 1995) 69 ) ZUEC 23324
Leptodactylidae

Adenomera marmorata (Steindachner, 1867) 6h R ZUEC 23305; 23330
Leptodactylus fuscus (Schneider, 1799) 6i R ZUEC 23315
Leptodactylus labyrinthicus (Spix, 1824) 6j R ZUEC 23328
Leptodactylus latrans (Linnaeus, 1758) 6k R *
Leptodactylus mystacinus (Burmeister, 1861) 6l R ZUEC 23327
Physalaemus olfersii (Lichtenstein e Martens, 1856) 6m ) ZUEC 23317
Microhylidae

Chiasmocleis mantiqueira (Cruz, Feio e Cassini, 2007) 6n R ZUFMS 03738
Elachistocleis cesarii (Miranda-Ribeiro, 1920) 60 R ZUEC 23329
Odontophrynidae

Proceratoprhys boiei (Wied-Neuwied, 1824) 7a 0] ZUEC 23307
Phyllomedusidae

Phyllomedusa burmeisteri Boulenger, 1882 7b 0] ZUEC 23308
Pithecopus rohdei (Mertens, 1926) 7c ) ZUEC 23313

Em relacdo as metodologias de amostragem utilizadas, o0 método de busca em sitio de
reproducéo registrou 78% das espécies. O método de transeccdo por busca auditiva registrou
12%, sendo consideravelmente de espécies que vocalizavam em pocas temporarias dentro das
areas florestais e/ou distantes dos riachos e do lago, por fim seguida pelo método de busca
ativa que registrou 10% das espécies.

As espécies que ndo foram encontradas em atividades de reprodugéo foram amostradas
apenas pelo método de busca ativa. A espécie Leptodactylus latrans foi amostrada apenas
pelo método de transeccdo por busca auditiva, 0 que ressalta a importancia da utilizacdo de

mais de um método de amostragem.
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Figura 5: Espécies registradas no Parque Natural Municipal Augusto Ruschi. (a) Brachycephalus ephippium; (b)
Ischnocnema aff. guentheri; (c) I. aff.. verrucosa; (d) Rhinella icterica; (e) R. ornata; (f) Haddadus binotatus;
(g) Aplastodiscus arildae; (h) A. leucopygius; (i) Bokermannohyla circumdata; (j) B. luctuosa; (K)
Dendropsophus elegans; (I) D. sanborni; (m) Hypsiboas faber; (n) H. pardalis; (0) H. prasinus.
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Figura 6: Espécies registradas no Parque Natural Municipal Augusto Ruschi: (a) Hypsiboas semilineatus; (b)
Ololygon obtriangulata; (c) Scinax cardosoi; (d) S. crospedospilus; (e) S. fuscovarius; (f) S. hayii; (g) Hylodes
aff. sazimai; (h) Adenomera marmorata; (i) Leptodactylus fuscus; (j) L. labyrinthicus; (k) L. latrans; (I) L.
mystacinus; (m) Physalaemus olfersii; (n) Chiasmocleis mantiqueira; (0) Elachistocleis cesarii.
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Figura 7: ~Espcis registradas no Paque ‘Ntural Munimpa] Auéﬁst Ruschi: (a) Proceratophrys boiei; (b)
Phyllomedusa burmeisteri; (c) Pithecopus rohdei;

A curva do coletor demonstra um rapido aumento no acumulo de espécies nos
primeiros dias de coleta, porém a inclinacdo da reta apresenta uma ligeira tendéncia a
estabilizacdo (Figura 8). Por meio da acumulacdo de espécies foi obtida uma riqueza real de
33 espécies de anfibios e riqueza estimada de 33 + 1,6 espécies (amplitude = 32 a 34 espécies)
de anfibios para 0 PNMAR. Este resultado sugere que foram amostradas quase a totalidade
das espécies com ocorréncia para area, novas visitas a campo raramente acrescentardo
espécies a lista do PNMAR.
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Figura 8: Curva do coletor, calculada com os dados obtidos entre agosto de 2015 e julho de 2016. Cada quadrado

expressa a média de 50 pontos gerados pelo simulador EstimateS versdo 6.0b1l e as barras indicam o desvio
padrdo calculado para cada ponto.
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5.2 Distribuicéo espacial

Quanto a classificacdo de uso de macro-habitats, a area florestal apresentou uma maior
riqueza (n=15), seguidas pelas de borda mata (n=13) e area aberta (n=9). Apenas a espécie
Hypsiboas faber utilizou todos os ambientes para reproducdo. Nos ambientes florestais apenas
Ololygon obtriangulata e Physalaemus olfersii foram encontradas comuns aos outros habitats
(Tabela 2). A andlise de agrupamento dos macro-habitats permitiu visualizar dois
agrupamentos para a comunidade de anuros (Coeficiente de correlagdo cofenético = 0,92). Os
grupos foram: area aberta e borda de mata com 46,7% de semelhanca na composicdo da
comunidade; area florestal apresentou 84,6% de dissimilaridade em relacdo ao outro
agrupamento, o que mostra que a maioria das espécies que utilizaram os ambientes florestais,

foram restritas a esse habitat (Figura 9).

g\; BM
o
N
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X
O
& AF
0% Similaridade 50% 100%

Figura 8: Para analise da similaridade da anurofauna dos macro-habitats (BM: Borda de mata, AA: Area Aberta
e AF: Area Florestal) foi utilizado o indice de afinidade de Jaccard, com posterior analise de agrupamento. O
eixo abaixo do cladograma indica a porcentagem de similaridade dos macro-habitats. As porcentagens indicadas
nos cladogramas indicam a diferenca entre os macro-habitats.

Em relacdo aos micro-habitats, a maior riqueza foi observada na lagoa permanente
(n=12), seguidos pelo riacho em area florestal e poga temporaria em area florestal, ambos com
a mesma riqueza (n=6), serrapilheira (n=5), riacho em area aberta (n=3) e pog¢a temporaria em
area aberta (n=2). A Unica espécie que esteve presente em todos micro-habitats, exceto
serrapilheira, foi a especie H. faber, o que a caracteriza como uma espécie generalista em
quesitos reprodutivos. As espécies H. pardalis, O. obtriangulata, P. olfersii, Rhinella ornata

também foram encontradas em mais de um micro-habitat (Tabela 2).
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Tabela 2: Os macro-habitats foram classificados em: &rea aberta, borda de mata (&rea de transicdo) e &rea
florestal. Os micro-habitats foram diferenciados pelo tipo de ambiente utilizado como sitio de vocalizagao
utilizado: Poca temporaria em area aberta (PTAA), poca temporéaria em area florestal (PTAF), riacho em area
florestal (RAF), riacho em area aberta (RAA), serrapilheira (SER) e lagoa permanente (LP). (+) Presenca; (-)
Auséncia; **espécies que nao foram encontradas vocalizando.

Familia/Espécies Macro-habitats Microhabitat

Area aberta Borda de mata Area florestal

Brachycephalidae

Brachycephalus ephippium - - + SER
Ischnocnema aff. guentheri - - + SER
Ischnocnema aff. verrucosa - - + SER
Bufonidae

Rhinella icterica ** ** ** *x
Rhinella ornata + + - RAA/LP
Craugastoridae

Haddadus binotatus - - + SER
Hylidae

Aplastodiscus arildae - - + RAF
Aplastodiscus leucopygius - - + RAF
Bokermannohyla circumdata *x ** ** *x
Bokermannohyla luctuosa - - + RAF
Dendropsophus elegans + + - LP
Dendropsophus sanborni + + - LP
Hypsiboas faber + + + RAA / LP/ PTAF / RAF
Hypsiboas pardalis + - - RAA/LP
Hypsiboas prasinus + + - LP
Hypsiboas semilineatus - + - LP
Ololygon obtriangulata - + + PTAF/LP
Scinax cardosoi - - + PTAF
Scinax crospedospilus + + - LP
Scinax fuscovarius ** ** ** **
Scinax hayii - - + PTAF
Hylodidae

Hylodes aff. sazimai - - + RAF
Leptodactylidae

Adenomera marmorata - + - SER
Leptodactylus fuscus + - - PTAA
Leptodactylus labyrinthicus ** ** ** **
Leptodactylus latrans - + - LP
Leptodactylus mystacinus ** ** ** **
Physalaemus olfersii - + + PTAF/LP
Microhylidae

Chiasmocleis mantiqueira - - + PTAF
Elachistocleis cesarii + - - PTAA
Odontophrynidae

Proceratoprhys boiei - - + RAF
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Phyllomedusidae

Phyllomedusa burmeisteri - + - LP
Pithecopus rohdei - + - LP
Total 9 13 15

A andlise de agrupamento dos micro-habitats permitiu visualizar cinco agrupamentos
para a comunidade de anuros (Coeficiente de correlacdo cofenético = 0,9745). Os grupos
foram: Riacho em é&rea florestal (9,6% de similaridade), poca temporaria em éarea florestal
(15,5% de similaridade), lagoa permanente e riacho em &rea aberta (33,1% de similaridade) e
posteriormente serrapilheira e poca temporaria em area aberta que apresentaram cada um

100% de dissimilaridade em relacéo aos outros grupos e entre si (Figura 10).

PTAA
3
SER
2
s PTAF
o LP
™~
& RAA
. 2
=
3 RAF
0% Similaridade 50% 100%

Figura 9: Para andlise da similaridade da anurofauna dos micro-habitats (PTAA: poca temporaria em area aberta,
SER: Serrapilheira, PTAF: poca temporéria em area florestal, LP: lagoa permanente, RAA: riacho em area
florestal e RAF: riacho &rea florestal) foi utilizado o indice de afinidade de Jaccard, com posterior anélise de
agrupamento. O eixo abaixo do cladograma indica a porcentagem de similaridade dos micro-habitats. As
porcentagens indicadas nos cladogramas indicam a diferenga entre os micro-habitats.

Das 33 espécies encontradas foram desenvolvidos mapas para as 28 espécies em
atividade reprodutiva (vocalizagdo) ao longo de sua distribuicdo no PNMAR (Figura 11-39).
Os mapas de calor indicam a densidade de pontos de encontros ou de visualizagbes das
espéecies em atividade de vocalizagdo. Os mapas estdo divididos em trés imagens: a)
Representa 0 mapa de calor indicando a distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; b)
indica o sitio de vocalizacdo utilizado para a espécie; c) indica o habitat a qual o espécime foi

encontrado.
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Brachycephalus ephippium (Anura: Brachycephalidae)
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Figura 10: Mapa de calor da espécie Brachycephalus ephippium. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocaliza¢do utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.

Ischnocnema aff. guentheri (Anura: Brachycephalidae)
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Figura 11: Mapa de calor da espécie Ischnocnema aff. guentheri. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.
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Ischnocnema aff. verrucosa (Anura: Brachycephalidae)
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Figura 13: Mapa de calor da espécie Ischnocnema aff. verrucosa. (2) Representa 0 mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocaliza¢do utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.

Rhinella ornata (Anura: Bufonidae)
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Figura 14: Mapa de calor da espécie Rhinella ornata. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a distribuicao
das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c) indica o habitat
do PNMAR em que a espécie é encontrada.
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Haddadus binotatus (Anura: Cragaustoridae)
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Figura 12: Mapa de calor da espécie Haddadus binotatus. (a) Representa o mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizacdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.

Proceratophrys boiei (Anura: Odontophrynidae)
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Figura 16: Mapa de calor da espécie Proceratophrys boiei. (a) Representa o mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizacdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.
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Aplastodiscus arildae (Anura: Hylidae)
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Figura 13: Mapa de calor da espécie Aplastodiscus arildae. (a) Representa o mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.

Aplastodiscus leucopygius (Anura: Hylidae)
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Figura 14: Mapa de calor da espécie Aplastodiscus leucopygius. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie € encontrada.
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Bokermannohyla luctuosa (Anura: Hylidae)
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Figura 19: Mapa de calor da espécie Bokermannohyla luctuosa. (a) Representa o mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocaliza¢do utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.

Dendropsophus elegans (Anura: Hylidae)
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Figura 20: Mapa de calor da espécie Dendropsophus elegans. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie € encontrada.
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Dendropsophus sanborni (Anura: Hylidae)

N T
Legenda
1:10.000 Rios

Maior presenga
0 135 270 540 Metros ‘ -
J

| IS SR N NN N SR N | - Menor presenca

Figura 21: Mapa de calor da espécie Dendropsophus sanborni. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocaliza¢do utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.

Hypsiboas faber (Anura: Hylidae)
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Figura 22: Mapa de calor da espécie Hypsiboas faber. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a distribuicao
das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica um dos sitios de vocalizacao utilizados para a espécie; (c) indica o
habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.
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Hypsiboas pardalis (Anura: Hylidae)
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Figura 23: Mapa de calor da espécie Hypsiboas pardalis. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a distribuicéo
das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c) indica o habitat
do PNMAR em que a espécie é encontrada.

Hypsiboas prasinus (Anura: Hylidae)
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Figura 24: Mapa de calor da espécie Hypsiboas prasinus. (a) Representa o mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie € encontrada.
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Hypsiboas semilineatus (Anura: Hylidae)
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Figura 25: Mapa de calor da espécie Hypsiboas semilineatus. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocaliza¢do utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.

Phyllomedusa burmeisteri (Anura: Phyllomedusidae)
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Figura 26: Mapa de calor da espécie Phyllomedusa burmeisteri. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie € encontrada.

31



Pithecopus rohdei (Anura: Phyllomedusidae)
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Figura 27: Mapa de calor da espécie Pithecopus rohdei. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a distribuicéo
das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c) indica o habitat
do PNMAR em que a espécie é encontrada.

Scinax cardosoi (Anura: Hylidae)
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Figura 28: Mapa de calor da espécie Scinax cardosoi. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a distribuigdo
das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c) indica o habitat
do PNMAR em que a espécie é encontrada.
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Scinax crospedospilus (Anura: Hylidae)
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Figura 30: Mapa de calor da espécie Scinax crospedospilus. (2) Representa o mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizacdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.

Scinax hayii (Anura: Hylidae)
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Figura 31: Mapa de calor da espécie Scinax hayii. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a distribuicdo das
espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c) indica o habitat do
PNMAR em que a espécie é encontrada.
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Ololygon obtriangulata (Anura: Hylidae)
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Figura 32: Mapa de calor da espécie Ololygon obtriangulata. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.

Hylodes aff. sazimai (Anura: Hylodidae)

Legenda
1:10.000 Rios
Maior presenga
0 135 270 540 Metros -

ST T RN A N NN T | - Menor presenga

Figura 33: Mapa de calor da espécie Hylodes sazimai. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a distribuicao
das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizacdo utilizado para a espécie; (c) indica o habitat
do PNMAR em que a espécie é encontrada.
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Adenomera marmorata (Anura: Leptodactylidae)
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Figura 34: Mapa de calor da espécie Adenomera marmora. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.

Leptodactylus fuscus (Anura: Leptodactylidae)
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Figura 35: Mapa de calor da espécie Leptodactylus fuscus. (a) Representa o mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie € encontrada.
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Leptodactylus latrans (Anura: Leptodactylidae)
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Figura 36: Mapa de calor da espécie Leptodactylus latrans. (a) Representa o mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizacdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.

Physalaemus olfersii (Anura: Leptodactylidae)
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Figura 37: Mapa de calor da espécie Physalaemus olfersii. (a) Representa o mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie € encontrada.
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Chiasmocleis mantiqueira (Anura: Microhylidae)
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Figura 38: Mapa de calor da espécie Chiasmocleis mantiqueira. (a) Representa o mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocaliza¢do utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie é encontrada.

Elachistocleis cesarii (Anura: Microhylidae)
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Figura 39: Mapa de calor da espécie Elachistocleis cesarii. (a) Representa 0 mapa de calor indicando a
distribuicdo das espécies ao longo do PNMAR; (b) indica o sitio de vocalizagdo utilizado para a espécie; (c)
indica o habitat do PNMAR em que a espécie € encontrada.
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5.3 Distribuicdo temporal

Das 33 espécies registradas no PNMAR, 28 espécies foram encontradas em atividade

de vocalizagdo (Tabela 3). Hylodes sazimai foi a Unica espécie que vocalizou durante 0 ano

todo, as outras espécies apresentaram vocalizacdo sazonal, com o maior nimero de especies

vocalizando principalmente nos periodos de setembro a fevereiro (Figura 40 e 41), quando as

temperaturas se mostraram em média mais elevadas. A espécie Ololygon obtriangulata

vocalizou apenas nas estagcOes frias do ano. Brachycephalus ephippium e Hylodes sazimai

vocalizaram exclusivamente durante o dia, o resto das espécies presentes iniciavam o turno no

inicio da noite, por volta das 18:00 horas.

Tabela 3: Distribui¢do temporal e riqueza das espécies em atividade de vocalizagdo pelos meses de amostragem

(Agosto de 2015 a julho de 2016). *espécies que ndo foram encontradas vocalizando.
2015 2016
Ago. Set. Out. Nov. Dez. Jan. Fev. Mar. Abr. Mai. Jun. Jul.

Familia/Espécies

Brachycephalidae
Brachycephalus ephippium
Ischnocnema. aff. guentheri
Ischnocnema. aff. verrucosa
Bufonidae

Rhinella icterica*

Rhinella ornata
Craugastoridae

Haddadus binotatus
Hylidae

Aplastodiscus arildae
Aplastodiscus leucopygius
Bokermannohyla circumdata*
Bokermannohyla luctuosa
Dendropsophus elegans
Dendropsophus sanborni
Hypsiboas faber

Hypsiboas pardalis
Hypsiboas prasinus
Hypsiboas semilineatus
Ololygon obtriangulata
Scinax cardosoi

Scinax crospedospilus
Scinax hayii

Scinax fuscovarius*
Hylodidae

Hylodes aff. sazimai

i
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2015 2016
Ago. Set. Out. Nov. Dez. Jan. Fev. Mar. Abr. Mai. Jun. Jul.

Familia/Espécies

Leptodactylidae

Adenomera marmorata .
Leptodactylus fuscus N

Leptodactylus labyrinthicus*

Leptodactylus latrans -

Leptodactylus mystacinus™

Physalemus olfersii _
Microhylidae

Chiasmocleis mantiqueira -
Elachistocleis cesarii

Odontophrynidae

Proceratophrys boiei _
Phyllomedusidae

Phyllomedusa burmeisteri -
Pithecopus rohdei

Total 7 12 19 18 22 21 12 5 3 3 6 5

As andlises de regressao linear simples mostraram que houve associacdo positiva entre
a rigueza de espécies amostradas ao longo dos meses e todos os fatores abidticos, porém
apenas a temperatura média (p=0,053, rs= 0,32) e maxima mensal (p=0,005, rs= 0,56),
apresentaram resultados significativos (p<0.05). A pluviosidade e a temperatura minima
mensal ndo estiveram relacionadas com a riqueza de espécies encontradas mensalmente
(p=0,536, rs=0,06; p= 0,253, rs=0,13, respectivamente) (Figura 42).
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Figura 40: Temperaturas: minima (°C), média (°C) e maxima (°C) mensais registradas entre os meses de agosto
de 2015 a julho de 2016 e o nimero de espécies registradas no Parque Natural Municipal Augusto Ruschi, Sdo
José dos Campos, Séo Paulo.

39



7 180
4 160
4 140
1 120
4 100
1 80
1 60
1 40
1 20

Riqueza
Pluviosidade (mm)

[C—JRiqueza de spp. —@— Pluviosidade (mm)

Figura 41: Pluviosidade total mensal (mm) acumulado entre os meses de agosto de 2015 a julho de 2016 e o
namero de espécies registradas no Parque Natural Municipal Augusto Ruschi, S&o José dos Campos, Sdo Paulo.
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Figura 42: Analises de regressdo linear simples. (a)Temperatura média mensal x riqueza de espécies; (b)
temperatura minima mensal X riqueza de espécies; (c) temperatura maxima mensal x riqueza de espécies; (d)
pluviosidade x riqueza de espécies.
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5.4 Analise molecular do fungo Batrachochytrium dendrobatidis

Foram coletadas 101 amostras pertencentes a 24 espécies, distribuidos em 18 géneros
pertencentes a nove familias: Brachycephalidae (n=2), Bufonidae (n=1), Craugastoridae
(n=1), Hylidae (n=12), Hylodidae (n=1), Leptodactylidae (n=3), Microhylidae (n=1),
Odontophrynidae (n=1) e Phyllomedusidae (n=2). Das 24 espécies de anuros amostradas para
Bd foram identificados 10 modos reprodutivos segundo Haddad et al. (2013) (Tabela 4). Das
33 espécies encontradas, nove ndo tiveram amostras bioldgicas coletadas, devido ao baixo
ndmero de agregados populacionais no PNMAR ou pelo dia de coleta de amostra de uma
determinada espécie ter coincidido (Ischnocnema aff. verrucosa, Rhinella icterica,
Bokermannohyla circumdata, Hypsiboas semilineatus, Scinax fuscovarius, Leptodactylus

labyrinthicus, Leptodactylus latrans, L. mystacinus e Chiasmocleis mantiqueira).

Tabela 4: Lista de espécies e suas respectivas familias que estiveram presentes no estudo. Coluna
“Positivos/Amostras” indica a quantidade de positivos que foram observados e a quantidade de amostras
coletadas de cada espécie. Status de conservagdo segundo a RedList da International Union For Conservation of
Nature (IUCN), onde LC: Least concern (Pouco preocupante) e DD: Data Deficients (Dados deficientes). A
coluna “Endémico” indica se a espécie ocorre apenas em dominio de Mata Atlantica e seguiu classificacdo
proposta por Haddad et al., 2013, assim como a coluna “Modo Reprodutivo”.

Status de conservacdo
IUCN  Endémico

Familia/Espécies Positivos/Amostras Modo reprodutivo

Brachycephalidae

Brachycephalus ephippium LC Sim 0/4 23
Ischnocnema aff. guentehri LC Sim 0/3 23
Bufonidae

Rhinella ornata LC Sim 0/2 1/2
Craugastoridae

Haddadus binotatus LC Sim 0/4 23
Hylidae

Aplastodiscus arildae LC Sim 0/2 5
Aplastodiscus leucopygius LC Sim 0/3 5
Bokermannohyla luctuosa LC Sim 0/12 2/4
Dendropsophus elegans LC Sim 0/5 1
Dendropsophus sanborni LC Né&o 0/1 1
Hypsiboas faber LC Sim 0/5 1/4
Hypsiboas pardalis LC Sim 0/7 4
Hypsiboas prasinus LC Sim 0/4 1
Ololygon obtriangulata LC Sim 0/13 2
Scinax cardosoi LC Sim 0/1 1
Scinax crospedospilus LC Né&o 0/2 1
Scinax hayii LC Sim 0/5 1
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Hylodidae

Hylodes aff. sazimai DD Sim 0/7 3
Leptodactylidae

Adenomera marmorata LC Sim 0/3 32
Leptodactylus fuscus LC Nao 0/3 30
Physalaemus olfersii LC Sim 0/3 11
Microhylidae

Elachistocleis cesarii LC Nao 0/3 1
Odontophrynidae

Proceratoprhys boiei LC Sim 0/3 1/2
Phyllomedusidae

Phyllomedusa burmeisteri LC Sim 0/4 24
Pithecopus rohdei LC Sim 0/2 24
TOTAL 0/101 10

Foram analisadas as 101 amostras e todas apresentaram resultados negativos para a
presenca de Bd. Devido aos resultados negativos encontrados nas analises moleculares das
amostras coletadas, ndo foi possivel tracar um padrdo de contaminacdo de acordo com 0s
modos reprodutivos. Todavia este resultado apresenta uma &area que se encontra livre da

infeccdo causada pelo fungo (Figura 43).

Tamanho
pb.

10.000 s
8000
6000 =—
5000 =—
4000 =
3000 =—

2500 =—
2000 =—

1500 =—
1000 =—

800 =——

400 =

200 =—

Figura 43: Apos a reacdo de PCR, aproximadamente 10 uL de cada amplificado foi analisado em gel de agarose
0,7%, juntamente com um DNA ladder como um padrédo de tamanho de DNA. O gel foi corado com brometo de
etidio e visualizado em transluminador de luz ultravioleta. O resultado é considerado positivo para presenca de
Bd quando forem visualizadas bandas de amplificagdo de aproximadamente 300 pb, porém nesta analise ndo
houve amplificacdo, o que indica um resultado negativo.
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6 DISCUSSAO

6.1 Riqueza, Ocorréncia e Diversidade

A riqueza de espécies de anuros registrados no PNMAR representa cerca de 45% das
espeécies registradas para todo o Vale do Paraiba no trecho paulista (MARTINS; GOMES,
2007), sendo que no PNMAR foi possivel o primeiro registro da espécie Scinax cardosoi para
0 estado de S&o Paulo, acrescentando uma espécie para a lista de Rossa-feres et al. (2011).
Anteriormente a distribuicdo da espécie era conhecida apenas Minas Gerais, Espirito Santo e
Rio de Janeiro com registros pontuais (PINTO et al.,, 2009; LINARES et al., 2011,
CARVALHO; MARTINS; GIARETTA, 2015). O registro da ocorréncia desta espécie no
PNMAR estendeu em 313 km a distribuicdo da localidade tipo da espécie em Teresopolis,
regido do Vale da Revolta (MOROTI et al., in prep.). Também foi registrado a ocorréncia da
espécie Chiasmocleis mantiqueira, que consiste em uma espécie com dados desconhecidos
segundo a IUCN e a “Lista Vermelha de Espécies Brasileiras” (ANGULO, 2008; MMA,
2014). Esse foi o segundo registro da espécie para o estado de Sdo Paulo, sendo o outro
registro, localizado a 150 km de distancia do PNMAR (GAREY et al., 2014). Esses registros
demonstram a importancia da conservagdo do PNMAR, que mesmo sendo um fragmento
pequeno, possui a capacidade de suporte de espécies ainda desconhecidas para a ciéncia,
podendo abrigar além de novos registros, espécies ainda nédo descritas.

A grande riqueza de espécies pode ser explicada pelo fato da area de estudo estar
distribuida em diferentes fitofisionomias e apresentar uma alta heterogeneidade ambiental. A
heterogeneidade do habitat é fundamental na estruturacdo das comunidades, uma vez que a
grande diversidade de micro ambientes auxilia na menor competi¢do por recursos, permitindo
assim, que mais espécies coexistam (MORELLATO; HADDAD, 2000; TOLEDO et al.,
2008; PARRIS, 2004; SANTOS et al., 2012; SILVA; CANDEIRA; ROSSA-FERES;
CONTE; ROSSA-FERES, 2007; SANTOS; ROSSA-FERES; CASATTI, 2007). Além disso,
a heterogeneidade para os anuros é fundamental devido a diversidade de modos reprodutivos
especializados, que exigem diferentes caracteristicas do habitat (HADDAD et al., 2013)

As anélises de constancia de ocorréncia mostraram que foram encontradas um grande
namero de espécies raras (<15%) (Tabela 1), no entanto, dentre essas espécies, Rhinella
icterica, L. fuscus, Leptodactylus latrans, L. labytinthicus, Scinax fuscovarius e Elachistocleis
cesarii, sdo espécies amplamente distribuidas e comuns em outros ambientes, principalmente

em areas impactadas. Encontrar a populacéo dessas especies em menor nimero pode indicar,
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a sazonalidade no uso de ambientes naturais. Apds a estacao reprodutiva, algumas espécies
podem se deslocar a diferentes ambientes em busca de recursos e se distanciarem dos sitios
reprodutivos (alimento, abrigo, etc) (SILVA; ROSSA-FERES 2007).

6.2 Distribuicao espacial

A compreensdo dos fatores que atuam na regulacdo das comunidades e na distribuicdo
das espécies sdo mecanismos Uteis para a conservacdo (SILVANO; SEGALLA, 2005;
BERTOLUCI et al., 2007). A realizacdo de trabalhos que busquem compreender quais fatores
regulam os padrdes de distribuicdo e abundancias das espécies sdo importantes para
compreender como é determinada a diversidade local (MAGURRAN, 2011). No PNMAR a
maioria das espécies utilizam ambientes florestais para reproducdo (n=15), e algumas
espécies, como Bokermannohyla luctuosa, Scinax cardosoi, S. hayii, Hylodes sazimai,
Chiasmocleis Mantiqueira, Proceratophrys boiei e as espécies da familia Brachycephalidae e
Craugastoridae foram encontrados em atividade de vocalizagdo apenas em ambientes
florestais, mostrando uma provavel dependéncia do micro clima desse macro-habitat.

A andlise de agrupamento dos macro-habitats mostrou que a composicdao € mais
similar entre area aberta e borda de mata (46,7%), com espécies estritamente encontradas
nesses macro-habitats, do que em relacdo a composi¢do encontrada em area florestal (84,6%
diferente). Este fato pode ser explicado devido aos ambientes de area aberta e borda de mata
serem mais homogéneos em relacdo a area de interior de mata, que apresentam uma menor
estratificacdo vegetal e menos micro habitats que desfavorecem diferentes modos
reprodutivos. A alta heterogeneidade encontrada no PNMAR provavelmente favoreceu a
riqueza de espécies encontrada e o maior numero de espécies encontradas em ambientes
florestais.

O mosaico de habitats propiciou uma elevada variedade de recursos (sitios de
vocalizacdo e oviposicao) e de condicOes fisicas (umidade, temperatura, formacdo de corpos
d’agua) que ocasionou a especificidade de determinadas espécies a cada ambiente
(DUELLMAN; TRUEB, 1994). Em relacdo aos micro-habitats e os cinco agrupamentos é
possivel determinar as condi¢fes reprodutivas de cada espécie de acordo com o habitat
utilizado, por exemplo, o grupo que utilizou a serrapilheira, as espécies possuem uma
independéncia do ambiente aquético para reproducdo, devido a auséncia de fase da girino e
consequentemente, sdao dependentes apenas da umidade encontrada no chdo da mata (com

excecao de Adenomera marmorata).
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6.3 Distribuicdo temporal

O comportamento dos anuros é influenciado por diversos fatores que estdo
relacionados a sazonalidade e luminosidade, que juntas influenciam na escolha por
determinadas estacfes do ano para a reproducdo de cada espécie (DUELLMAN; TRUEB,
1994). Os fatores ambientais mais relacionados ao periodo reprodutivo dos anuros séo:
temperatura do ar, da &gua, pluviosidade, umidade relativa do ar e luminosidade
(DUELLMAN; TRUEB, 1994). Em regides tropicais é observado que as espécies possuem
uma preferéncia para reproducdo principalmente na estacdo chuvosa (ROSSA-FERES; JIM,
1994; PRADO; UETANABARO; HADDAD, 2004), no entanto, algumas espécies podem
responder de forma diferente.

No presente estudo, a maior riqueza de espécies vocalizando foi na estacdo chuvosa
(novembro, dezembro e janeiro) e na estacdo que antecedeu a estacdo chuvosa (setembro e
outubro), no entanto, a espécie Ololygon obtriangulata teve o inicio da sua estacdo
reprodutiva no final de abril e se estendeu até julho, a época mais fria e seca do ano, apesar do
alto indice pluviométrico no més de junho (Figura 41). Este padrdo demonstra um gradiente
entre espécies que sao tipicas de épocas mais secas e frias (O. obtriangulata) e a maioria das
espécies que vocalizam na estacdo quente e chuvosa (Tabela 3).

As espécies Scinax hayii, S. cardosoi, Chiasmocleis mantiqueira e Elachistocleis
cesarii estiverem associadas principalmente ap6s fortes chuvas no PNMAR, pois ocorriam a
formacdo de pocas que eram utilizadas para a reproducdo. Este resultado foi similar aos
encontrados em outras comunidades na regido Sul e Sudeste (BERNARDE; MACHADO,
2001; TOLEDO et al.,, 2003; PRADO; UETANABARO; HADDAD, 2004; CONTE;
ROSSA-FERES, 2006).

Apesar das analises de regressdo linear terem sido positivas em relagéo a pluviosidade,
temperaturas média, minima e maxima mensal, apenas a temperatura maxima e média
apresentaram indice de significancia. Quando comparadas, a temperatura maxima mensal teve
uma maior influéncia na riqueza de especies vocalizando que a temperatura media (rs= 0,56;
r<= 0,32, respectivamente). Apesar da pluviosidade ndo ter apresentado significancia na
rigueza do PNMAR, esta influencia diretamente as espécies que possuem desovas fora do
ambiente aquatico (Brachycephalidae, Craugastoridae e Adenomera marmorata) e as espécies

que sao dependentes da formacéo de poca para reproducao.
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6.4 Analise molecular do fungo Batrachochytrium dendrobatidis

As analises para detec¢do do fungo Bd no PNMAR geraram resultados negativos, no
entanto, sdo necessarios novos testes para a confirmagdo do resultado, como por exemplo, a
utilizacdo do gPCR, que possui uma maior sensibilidade a detec¢do do Bd (LAMBERTINI et
al., 2013). A auséncia de um controle positivo no protocolo proposto por Lambertini et al.
(2013), ndo possibilitou a confirmagdo do resultado, que até entdo pode ser um bom
indicativo para a comunidade de anfibios no PNMAR.

Comunidades de anfibios presentes em lagoas localizadas em fitofisionomias distintas
(uma com o dossel mais fechado e outra mais aberta) demostram a influéncia do dossel na
temperatura do ambiente pode ocasionar variacdo na dindmica e dispersdo do fungo
(BECKER; ZAMUDIO, 2011). Areas abertas apresentam uma carga de infeccdo menor em
relagdo a areas com dossel mais fechado, devido ao diferente microclima encontrado nesses
ambientes (LENKER et al., 2014). Além disso, em climas temperados, ocorreu uma baixa
intensidade de infeccdo e prevaléncia em meses quentes e uma alta taxa de infec¢do nos
meses frios, onde a temperatura variou entre 0.7 e 22.0°C, o que caracteriza uma flutuacédo
sazonal da dindmica do Bd (LENKER et al., 2014). Em um estudo realizado na Australia, foi
analisado que mesmo na auséncia de mortalidades e declinios continuos, a quitridiomicose
com caracteristica endémica pode apresentar importantes flutuacBes sazonais, com maior
namero de individuos mortos no frio e menos em temperaturas mais altas, o que sugere uma
provavel resisténcia de alguns individuos (LENKER et al., 2014).

Além do efeito da cobertura de dossel e sazonalidade descritos acima, que sdo fatores
extrinsecos e intrinsecos respectivamente, a historia natural de cada espécie de anfibio
exerceu influéncia na dindmica de infeccdo do Bd (sendo esse um fator relacionado ao
hospedeiro). Levando em consideracdo que algumas espécies se agregam durante sua época
reprodutiva, hd& um aumento no nimero de individuos em um determinado local e 0 aumento
no estresse causado pelos processos de acasalamento (energia gasta com vocalizacéo,
territorialidade, combate ritualisticos, entre outros) que podem interferir na imunidade do
hospedeiro e assim aumentar a dispersdo do fungo na comunidade (LENKER et al., 2014).

Em um estudo realizado nos Estados Unidos, foi testado se ha uma relagdo entre a
urbanizagédo (calculada segundo a densidade da populacdo e perturbagdes antropogénicas)
e/ou estagdes do ano em relacdo a infeccdo pelo Bd. De acordo com a analise dos resultados,
mostrou-se que o Bd é fortemente afetado por padrdes climaticos, sendo menos preponderante

em areas impactadas, onde apresentava temperaturas mais altas e maior incidéncia de sol nos
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fragmentos, sendo a taxa de infecgdo maior nas estagcdes mais frias (Outono e inverno) onde a
temperatura variou entre 14°C e 25°C, o que corroborou com dados disponiveis na literatura
(BECKER; ZAMUDIO, 2011; LENKER et al., 2011; PULLEN; BEST; WARE, 2010).

Longo, Burrowes e Joglar (2010) realizaram experimentos em laboratério, infectando
a espécie de Porto Rico Eleutherodactylus coqui, que apresenta desenvolvimento direto,
habito terrestre e é independente de recursos hidricos para reprodugdo. Foram simuladas e
monitoradas todas as condic¢des ex situ que seriam encontradas em campo para 0 experimento
e foi observado que E. coqui, em condicdes mais secas e frias, tendem a mudar sua
distribuicdo na floresta e se aglutinar em manchas Umidas, que consequentemente sdo areas
que propiciam o melhor desenvolvimento para o Bd. Além disso, 0 agregamento das espécies
aumentou exponencialmente a carga de infeccdo em toda populacédo (LONGO; BURROWES;
JOGLAR, 2010), o que corrobora com os estudos de Lenker et al. (2014), que citam a questdo
temperatura na dinamica e infeccdo do fungo e a mudanca comportamental e histdria natural
das espécies como outro fator prepoderante.

Em um estudo realizado no Brasil, no municipio de Ubatuba, Ruggeri et al. (2015)
analisaram as espécies: Hylodes asper, H. phyllodes, e Cycloramphus boraceiensis, que
habitam 0 mesmo microhéabitat e sdo dependentes de riachos para sua reprodugdo. Porém,
essas espécies possuem diferentes estratégias para persistir sob as variagdes climaticas, pois
enquanto as espécies de Hylodes sdo diurnas, as espécies de Cycloramphus sdo noturnas,
ocorrendo uma variacdo de temperatura notavel entre os periodos de atividade. De acordo
com o estudo, foi observado que a carga de infec¢do por Bd foi maior em C. boraceiensis do
que em Hyllodes, o que pode ser explicado devido ao fato de que espécies do género
Cycloramphus possuem habito noturno, onde a temperatura é mais baixa do que durante o dia,
e essa € uma condicdo mais favoravel ao desenvolvimento do Bd. Conclui-se entdo, que as
variagoes dos componentes ambientais podem aumentar a vulnerabilidade do hospedeiro em
relacdo ao Bd em temperaturas frias, devido a dois mecanismos: a imunossupressao e o
estimulo de replicacdo do patégeno no ambiente (RUGGERI et al., 2015).

Conradie et al. (2011) analisaram se hd uma relacdo entre fase larval dos anuros e a
sazonalidade da infeccdo. Foi utilizada para o desenvolvimento do trabalho a espécie Amietia
angolensis, da Africa do Sul, e foram encontrados resultados similares aos encontrados nos
adultos em climas temperados, onde a infeccdo foi acentuada nos meses com temperaturas

mais baixas. Este estudo demonstra que girinos também podem ser usados para estudar a
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dindmica sazonal da doenca em anfibios, pois apresentaram respostas a infeccdo similar as
encontradas nos adultos.

Segundo Kriger e Hero (2007), a variacdo sazonal de doencas para varias espécies
animais, inclusive humanos, € comum devido a diversos fatores como exigéncias térmicas do
parasita, alteragdes na imunidade do hospedeiro ao longo do tempo e também a abundéncia e
densidade dos hospedeiros no ambiente. Outro estudo cita que além das condicdes especificas
que o Bd possui para seu desenvolvimento, também ocorre uma importante variacdo no
sistema imunologico dos anuros e as defesas quimicas encontradas na pele, fatores esses nao
muito discutidos em estudos anteriores (PEREZ, 2015). Essas caracteristicas em conjunto
com as condicOes de crescimento do fungo, séo fatores fundamentais que influenciam as taxas

de infeccdo do patdégeno na natureza.
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7 CONCLUSAO

- O registro de 33 espécies de anuros no Parque Natural Municipal Augusto Ruschi reforca a
gue mesmo em fragmentos pequenos de Mata Atlantica, ainda é possivel abrigar espécies

endémicas deste bioma.

- Apesar das novas mudangas taxondémicas (DUELLMAN; MARION; HEDGES, 2016), a
familia Hylidae apresentou o maior nimero de espécies, o que € considerado padrdo na Mata

Atlantica.

- A maior parte das espécies utilizaram ambientes florestais para a reproducdo, o que mostra a
necessidade de conservacdo desses ambientes para essas espécies, uma vez que os anfibios

sdo animais sensiveis a alteracdes no meio.

- Os resultados dos mapas de distribuicdo aqui apresentados podem ser utilizados para o
manejo da unidade de conservacdo Parque Natural Municipal Augusto Ruschi, para a criacao
de estratégias de preservacdo dos diferentes habitat de reproducdo, tanto aqueles inseridos 0s

fragmentos florestais quanto aqueles encontrados em areas abertas.

- Apesar das analises de regressao linear terem apresentado significancia apenas para
temperaturas maxima e média, a pluviosidade ndo deve ser descartada como um fator
importante. Algumas populacGes podem responder consideravelmente a essa variavel, uma

vez que utilizam a umidade da serrapilheira e a utilizacdo de pogas temporarias, por exemplo.

- S0 necessarios mais estudos para saber se o fungo Bd, jA ndo existia na natureza
anteriormente, sem ser detectado apenas. Além de estudos que comprovem as origens das
linhagens do Bd, e sua patogenicidade, uma vez que diferentes linhagens foram encontradas

na natureza e em diferentes paises.

- Novos esforgos devem ser direcionados a confirmacdo dos resultados encontrados no
presente estudo, por meio de técnicas que possuem uma maior sensibilidade a detec¢do do
fungo, uma vez que um fragmento isolado de mata, ainda pode abrigar espécies susceptiveis a

€SSa ameaca.
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