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RESUMO
Quitridiomicose é uma doencga infecciosa emergente causada pelo fungo quitrideo
Batrachochytrium dendrobatidis e é responsavel por declinios em populagdes de
anfibios em diversos lugares do mundo. O presente trabalho reporta o primeiro
registro do fungo B. dendrobatidis em anfibios de vida livre do Cerrado do Brasil
Central e investiga a influéncia das caracteristicas ecolégicas das espécies e suas
relacdes de parentesco nos parametros de infec¢gdo, em uma comunidade de
anuros do Cerrado. Uma hipotese filogenética foi usada para testar a presenca de
sinal filogenético nesses parametros. Nao foi detectada influéncia das distancias
filogenéticas sobre os parametros de infecgdo. Por outro lado, o tamanho e o peso
corporal, o local de desova, o tipo de ninho, o modo reprodutivo e o indice aquatico
foram importantes preditores na prevaléncia e intensidade da quitridiomicose. A
proximidade com a agua parece ser um ponto chave na susceptibilidade dos
anfibios a infeccéo e as altas temperaturas do Cerrado e o periodo de baixa

precipitacdo podem atuar como fatores limitantes ao desenvolvimento do fungo.
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ABSTRACT
Chytridiomycosis is an emergent infectious disease caused by the chyrid fungus
Batrachochytrium dendrobatidis and is responsible for worldwide declines of
amphibian populations. The current work reports the first record of B. dendrobatidis
in free-living amphibians from Brazilian Cerrado and investigates the role of species
traits and their phylogenetic relationships on infection parameters, in an anuran
community in the Cerrado. An ensemble phylogenetic hypothesis was used to test
for phylogenetic signal in these parameters. We found no influence of phylogenetic
distances upon infection parameters. Conversely, body size and weight, spawning
site, type of nest, reproductive mode and the aquatic index were important predictors
of the prevalence and intensity of chytridiomycosis. The association with water
seems to be a key point in the susceptibility of amphibians to infection and the high
temperatures of the Cerrado and the period of low rainfall can act as limiting factors

to the development of the fungus.
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INTRODUGAO GERAL

O Brasil é o pais com a maior diversidade de anfibios do mundo [1]. Segundo
a Sociedade Brasileira de Herpetologia [2], no Brasil existem 1026 espécies de
anfibios, sendo 988 anuros, e muitas sdo endémicas [3]. De acordo com a "Lista
Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas de Extingao" [4], 40 espécies de
anfibios brasileiros encontram-se em alguma categoria de ameacga. Os trés
principais fatores relacionados a ameacga dos anfibios sdo a perda de habitat,
contaminantes ambientais e doencas infecciosas [3].

As doencas infecciosas mais comuns dos anfibios possuem etiologia
bacteriana, viral, fungica e parasitaria. Dentre as de etiologia bacteriana estao a
dermatosepticemia bacteriana ("red leg syndrome"), flavobacteriose, micobacteriose
e clamidiose. A doenga viral mais comum € a ranavirose. Dentre as doencgas
fungicas, as principais sdo a quitridiomicose, zigomicose, cromomicose,
saprolegniose e ictiofoniase [5]. Dentre as doengas infecciosas, a quitridiomicose &
a de maior importancia para os anfibios, pois causa grande impacto e juntamente
com a ranavirose esta na lista das doengas mais relevantes de animais silvestres de
acordo com a OIE - Office International Des Epizooties [6].

A quitridiomicose é uma doenga infecciosa emergente, que ameacga a
populagcdo mundial de anfibios e € causada pelo fungo Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) [7]. Por causar mortalidade em massa, acentuado declinio
populacional e a extingao de diversas espécies de anfibios no mundo, alguns
sugerem que a quitridiomicose é responsavel pela maior perda de biodiversidade de
vertebrados ja detectada [8-10]. Atualmente, mais de 516 espécies de anfibios
foram infectadas pelo fungo [8-11]. Mesmo onde Bd é considerada endémica, as

taxas de mortalidade continuam altas e as espécies que persistiram depois de
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surtos de quitridiomicose continuam sofrendo declinios populacionais e redugao da
distribuicao geografica [12-14].

Os primeiros casos de quitridiomicose foram detectados na América Central
(Panama) e Australia (Queensland) durante monitoramentos de fauna no mesmo
periodo, quando foi registrada mortalidade em massa em diversas espécies de
anfibios, aparentemente nao associada a disturbios ambientais. Foi sugerido que
um patdgeno altamente virulento e de alta transmissibilidade seria o agente
causador [15,16] e, em 1998, foi confirmado que o patégeno era um fungo [17]. Este
foi descrito como um novo género, Batrachochytrium, Filo Chytridiomycota, Classe
Chytridiomycetes, Ordem Chytridiales [7]. O desenvolvimento do talo, a ultra-
estrutura do zodsporo, a utilizagdo dos anfibios como hospedeiro e a sequéncia ssu-
rDNA de Bd diferem significativamente dos outros géneros do grupo e até 2013 era
0 unico quitridiomiceto capaz de causar enfermidade em vertebrados [7,17-19]. Em
2013 uma nova espécie de Batrachochytrium foi descrita, B. salamandrivorans,
isolada de uma populacao de Salamandra salamandra que sofreu forte declinio
populacional em Bunderbos, nos Paises Baixos, Europa ocidental [19].

Aparentemente, Bd acomete apenas anfibios [7,17] e ja foi registrada em
diversas espécies de anuros [11] e em algumas espécies de salamandras e cecilias
[20]. Bd também foi isolada da pele de lagartos e serpentes no Panama [21] e em
patas de aves na Bélgica [22], onde esses animais possivelmente atuam como
vetores do fungo. Bd apresenta dois ciclos de vida, um na forma de zoosporangio
fixo ao substrato onde pode sobreviver por longos periodos [23] e outro de vida
livre, onde o zodsporo apds um periodo de motilidade e dispersao encista-se na
pele de anfibios [7,24]. Em estudos experimentais, os zodsporos encistaram na pele

de anfibios expostos em menos de 12 h e produziram tubos germinativos que
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penetraram nas células epiteliais do hospedeiro [25]. Sdo formados entéo
zoosporangios, cujo conteudo, chamado esporangio, sofre clivagem e produz novos
zoosporos por reprodugao assexuada, que séo liberados por uma ou mais papilas.
A duracgao desse ciclo de vida in vitro € de 4 a 5 dias a 22°C e provavelmente o
mesmo ocorra na pele dos anfibios. O desenvolvimento do esporangio coincide com
o das células da epiderme e, a medida que estas se movem para a superficie e se
queratinizam, os esporangios as acompanham. Os tubos de descarga se projetam
até a superficie da pele e, assim, os zodsporos sao liberados para o meio
[17,24,25].

Nos girinos, apenas a cavidade oral é susceptivel a infecgao, pois € o unico
local onde ha queratina [17], podendo gerar despigmentacao e deformidades [26].
Durante a metamorfose, a pele torna-se mais queratinizada e, entao, o fungo é
capaz de se disseminar pela superficie corporal [26-28]. Nos adultos, a infeccéo por
Bd é caracterizada pela formacgao de cistos nas células epiteliais dos digitos, barriga
e face ventral das coxa, espessamento (hiperqueratose) e desprendimento da pele
[17]. A regulagdo osmoética fica comprometida e ha uma queda no nivel de eletrélitos
sanguineos, causando um desequilibrio hidroeletrolitico que leva os animais a ébito
por parada cardiaca [29]. Também ja foi detectada a produgéo de fatores de inibicao
de imunidade pelo fungo, que inibem a producgéao de linfocitos e resultam na
apoptose das células [30,31].

Bd ja foi detectada em todos os continentes, com excegao da Antartica [11],
mas a origem da quitridiomicose ainda nao foi completamente esclarecida. A
hipétese do patégeno endémico sustenta que os declinios populacionais e extingdes
em massa estao associados as mudangas climaticas, que tornam o patégeno mais

virulento e os animais mais susceptiveis [32-34]. Por outro lado, a hipétese do
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patégeno invasor considera a quitridiomicose uma doenca infecciosa emergente,
que foi introduzida em diferentes momentos em diversos locais do mundo [35]. O
sequenciamento genético de diferentes cepas sugere que Bd é endémica em
algumas localidades, mas invasora em outras. Sao reconhecidas duas linhagens do
fungo, a linhagem pandémica global (Bd-GPL) e a linhagem brasileira (Bd-Brazil)
[36], sendo que a ultima é aparentemente a mais antiga. Foram detectados hibridos
na Floresta Atlantica brasileira, possivelmente originarios do cruzamento entre Bd-
GPL e Bd-Brazil, evidenciando reproducao sexuada no fungo [37]. O exame de
animais fixados em cole¢des bioldgicas revelou que Bd ocorre como uma enzootia
na Floresta Atlantica ha pelo menos 116 anos (desde 1894), sem que tenha havido
qualquer surto durante esse periodo [38].

Pouco se sabe da patogenicidade de Bd nos anuros brasileiros, pois existem
poucos dados de longo prazo da dinamica populacional desses animais para
identificar a ocorréncia de declinios [39]. Em 2004 foi feito o primeiro registro de Bd
no Brasil, em Hylodes magalhaese (Leptodactylidae) proveniente de Camanducaia,
Minas Gerais [40,41]. Em seguida, Bd foi registrada em cinco espécies da Floresta
Atlantica: Colostethus olfersioides (Nova Iguagu, Rio de Janeiro), Thoropa miliaris
(Peruibe, Sao Paulo), Hypsiboas freicanecae (Jaqueira, Pernambuco),
Crossodactylus caramaschii (Apiai, Sao Paulo) e Bokermannohyla gouveai
(Itamonte, Minas Gerais) [42]. Na mesma época, um estudo retrospectivo utilizando
girinos anuros com deformidades bucais identificou mais 16 espécies da Floresta
Atlantica infectadas com Bd [39]. Nos anos seguintes, diversos outros casos em
anfibios da Mata Atlantica foram documentados [36,38,43-45].

Cerca de 204 espécies de anuros ocorrem no Cerrado brasileiro, sendo que

50% sao endémicas [46]. Baseados em dados de literatura, colegdes e observagoes
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de campo, Eterovick et al. [47] registraram o primeiro declinio populacional de
anfibios nesse bioma, em Epipedobates flavopictus e Crossodactylus bokermanni,
embora a causa nao tenha sido esclarecida. A ocorréncia da quitridiomicose nos
anuros do Cerrado foi prevista através de modelos da distribuicdo de espécies [48].
O primeiro capitulo desse trabalho € um artigo cientifico publicado em 2013
relatando o primeiro registro de Bd no Cerrado em animais silvestres. O segundo
capitulo examina a associagao entre parametros filogenéticos e ecolégicos em uma
comunidade de anuros no Brasil Central, assim como as taxas de prevaléncia e

intensidade de infeccdo encontradas nesses animais.
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Capitulo 1

First record of Batrachochytrium dendrobatidis in two endemic Cerrado hylids,
Bokermannohyla pseudopseudis and Bokermannohyla sapiranga, with comments on

chytridiomycosis spreading in Brazil

Ana Carolina de Oliveira Ramalho, Catia Dejuste de Paula, José Luiz Cat&do-Dias,

Barbara Vilarinho, Reuber Albuquerque Brandao

2013. North-Western Journal of Zoology 9 (1): 145-150

Article No.: 131504

Abstract

We present the first record of Chytridiomycosis in Brazilian Cerrado, affecting two
species belonging to the Bokermannohyla pseudopseudis species group. The
present record extends the Batrachochytrium dendrobatidis occurrence more than
750 km north from the nearest known locality, showing that the fungus is widespread
in Brazil. Since 2005, Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) has been recorded for 48
Brazilian anuran species in the wild, affecting 72 native populations in 24 localities.
The records of new infected species and populations showed an accelerated
increase, and several records are expected for future years.

Key words
Batrachochytrium dendrobatidis, Bokermannohyla pseudopseudis, Bokermannohyla

sapiranga, Brazilian Cerrado, Chytridiomycosis.



NORTH-WESTERN JOURNAL OF ZOOLOGY 9 (1): 145-150

Article No.: 131504

©NwjZ, Oradea, Romania, 2013
httpy//biozoojournals.3x.ro/nwjz/index.html

First record of Batrachochytrium dendrobatidis in two endemic
Cerrado hylids, Bokermannohyla pseudopseudis
and Bokermannohyla sapiranga, with comments
on chytridiomycosis spreading in Brazil

Ana Carolina de Oliveira RAMALHO, Catia Dejuste DE PAULA?,
José Luiz CATAO-DIAS?, Barbara VILARINHO* and Reuber Albuquerque BRANDAO*

1. Programa de Pés-graduagao em Biologia Animal, Universidade de Brasilia,
Campus Universitario Darcy Ribeiro, Brasilia - DF, CEP 70910-900, Brazil.
2. Wildlife Conservation Society Brazil, Rio de Janeiro - R], Brazil.

3. Laboratorio de Patologia Comparada de Animais Selvagens, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paina, 87,
Cidade Universitaria Sao Paulo - SP; CEP 05508-270, Brazil.

4. Laboratério de Fauna e Unidades de Conservagao, Departamento de Engenharia Florestal,
Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro, Brasilia - DF, CEP 70910-900, Brazil.
* Corresponding author, R. Brandao, E-mail: reuberbrandao@yahoo.com.br

Received: 28. July 2012 / Accepted: 04. January 2013 / Available online: 11. February 2013 / Printed: June 2013

Abstract. We present the first record of Chytridiomycosis in Brazilian Cerrado, affecting two species
belonging to the Bokermannohyla pseudopseudis species group. The present record extends the Batrachochytrium
dendrobatidis occurrence more than 750 km north from the nearest known locality, showing that the fungus is
widespread in Brazil. Since 2005, Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) has been recorded for 48 Brazilian anuran
species in the wild, affecting 72 native populations in 24 localities. The records of new infected species and
populations showed an accelerated increase, and several records are expected for future years.

Key words: Batrachochytrium dendrobatidis, Bokermannohyla pseudopseudis, Bokermannohyla sapiranga,

Brazilian Cerrado, Chytridiomycosis.

Introduction

Amphibians are considered the most endangered
vertebrates in the world (Stuart et al. 2004), and
about 39% of all New World amphibians are
threatened by extinction (Young 2004). Brazil har-
bors the largest global amphibian diversity, with
more than 900 recorded species (Segalla et al.
2012), of which at least 208 have already been reg-
istered in the Brazilian Cerrado (Valdujo et al.
2012). The Brazilian Cerrado is the most diverse
and endangered savanna in the world (Klink &
Machado 2005, Myers et al. 2000), and presents an
amphibian endemism rate of about 50% (Valdujo
etal. 2012).

Infectious diseases are regarded as one of the
most significant catalysts driving global amphib-
ian declines (Young 2004). Among infectious dis-
eases, the emerging chytridiomycosis is widely ac-
cepted to be a prominent cause of anuran popula-
tion declines, and is considered by the Office In-
ternational Des Epizooties to be a particularly
threatening disease for wild animals (Schloegel et
al. 2010a). Some records of anuran declines in the
Brazilian Cerrado have been linked to habitat de-
struction (Branddo & Araujo 2008), but until now

no infectious diseases were considered a threat for
anurans in the biome.

Chytridiomycosis is caused by the chytrid
fungus Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), which
has been detected in more than 350 amphibian
species (Skerratt et al. 2007, Lips et al. 2006, Stuart
et al. 2004). This widespread emerging disease has
evidently been linked to the extinction and accen-
tuated population declines in at least 200 amphib-
ian species since 1980 (Skerratt et al. 2007).

The fungus targets amphibian skin and colo-
nizes keratinous structures such as tadpole oral
discs (Berger et al. 1998), as evidenced by discol-
oration and loss of oral structures, as denticles
(Rachowicz et al. 2004). Infections in tadpoles can
affect their feeding, thus constraining growth,
metamorphosis, and survival (Blaustein et al.
2005, Berger et al, 1998, Berger et al. 1999). During
metamorphosis the skin becomes more kerati-
nized, allowing the fungus to potentially spread to
other parts of the body (Rachowicz et al. 2004, Ber-
ger et al. 2004, De Paula & Catdo-Dias 2011). In
adults, the infection induces skin hyperkeratosis
and slough off (Berger et al. 1998). The hyperkera-
tosis alters proper osmotic regulation, causing
some individuals to suffer from a hydroelectro-
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lytic imbalance and subsequent death due to a
heart attack (Voyles et al. 2009, Campbell et al.
2012).

In Brazil, Batrachochytrium dendrobatidis (Bd)
has been recorded in species belonging to ten anu-
ran families from the Atlantic Rain Forest (Becker
& Zamudio 2011, Carnaval et al. 2005, Carnaval et
al. 2006, Grundler et al. 2012, De Paula 2011, De
Paula & Catdo-Dias 2011, De Paula et al. 2012, Ron
2005, Schloegel et al. 2010b, Toledo et al. 2006a,
Toledo et al. 2006b).

Herein, we report the first occurrence of Batra-
chochytrium dendrobatidis in two endemic Cerrado
frog species and briefly comment on the spreading
of Bd in Brazil.

Material and Methods

The fungus was detected via histological analyses in three
tadpoles of Bokermannohyla pseudopseudis from Chapada
dos Veadeiros National Park, Alto Paraiso de Goids mu-
nicipality (14°18'54"S, 48°83'48"W; 1220m a.s.l.), and in
five tadpoles of Bokermannohyla sapiranga from Serra dos
Pireneus State Park, Piren6polis municipality (15°80'05"S,
47°64'13"W; 1250m a.s.l.), State of Goias (Fig. 1).
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Figure 1. Map of the State of Goias, Brazil, showing the
localization of Chapada dos Veadeiros National Park (A)
and Serra dos Pirineus State Park, Pirenépolis (B).

The climate of Chapada dos Veadeiros is Tropical
highland (CWa in Képpen climate classification), with
monthly mean temperatures ranging from 21°C to 22°C,
and 1550mm of annual rainfall. The climate of Piren6polis
municipality is classified as Tropical semi-humid (AW in
Koppen climate classification), with monthly mean tem-
peratures ranging from 20°C to 23°C, and 1767 mm of an-
nual rainfall.

We decided to check for chytrid infection in five Bo-
kermannohyla pseudopseudis and seven Bokermannohyla
sapiranga after we observed deformities in keratinized

AC.O. Ramalho et al.

oral structures. We fixed these frog tissues in formalin
10% and submitted them to histopathological examina-
tion. We then embedded 5um sections of the oral discs in
paraffin, stained with hematoxilin and eosin (H&E), and
examined with light microscopy.

Results

We observed various developmental stages of Bd
infection within the keratinized epithelium of the
oral discs (Fig. 2), including empty and septate
zoosporangia.

We diagnosed Bd infection in five individuals
of Bokermannohyla sapiranga and in three individu-
als of B. pseudopseudis, corresponding to a fre-
quency of positive cases of 71% and 60%, respec-
tively within the individuals sampled.

Our review (see Appendix I)
showed that, since the first record in Brazil in
2005, Bd was recorded in more than 400 individu-
als belonging to 48 anuran species from the wild.
Most of these records date back to 2006 (Toledo et
al. 2006b, Carnaval et al. 2006), 2011 (De Paula
2011), and 2012 (Grundler et al. 2012). Differences
in frequencies of positive cases vary both between
different species and within the same species from
different localities, disregarding detection method.
The fungus was recorded for 22 widespread locali-

literature

ties in the Atlantic Rain Forest biome, besides two
localities in the Cerrado. The records in Cerrado
are located more than 750km North from the near-
est previous record (Rio Claro, SP), and suggest a
wide Bd distribution range in Brazil. We guess
that several new records of chytridiomycosis in
Brazil, both affecting other species and new locali-
ties (Fig. 3) may be reported in future years.

Discussion

This is the first report of Bd in wild amphibians
from the Cerrado biome and also for species of the
Bokermanmnohyla pseudopseudis species group (B.
pseudopseudis and B. sapiranga). Both species occur
in small geographic ranges at high altitudes
(above 900m a.s.l.), and their tadpoles develop in
low-temperature, fast-flowing streams and rivu-
lets (Eterovick & Branddo 2001, Branddo et al.
2012). These features may increase their suscepti-
bility to chytrid infection (Rodder et al. 2009).
There are several reports of chytrid fungus caus-
ing infection of stream dwelling species
(Piotrowski et al. 2004, Lips et al. 2003, La Marca et
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Figure 2. Photomicrograph of the oral disc of Bokermannohyla sapiranga (A) and of the oral disk of
Bokermannohyla pseudopseudis (B). Note the presence of Bd zoosporangia (black arrows) in the keratin

layer (H & E stained).
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Figure 3. Relationship between cumulative infected frog
species and cumulative localities by year in Brazil.

al. 2005). This report increases Bd occurrence in
Brazil, extending its records to another Brazilian
biome. Climate conditions in the Cerrado seem
suitable for the survival and spread of the
pathogen, and some models have already
predicted the occurrence of Bd in the biome (Ron,
2005, Toledo et al. 2006b). More Bd studies are
necessary for this biome and for the endemic
Bokermannohyla pseudopseudis species, especially
the effects of the putative prevalence on adults
(Brannelly et al. 2012). Nonetheless, our report of
chytrid presence may suggest new amphibian
conservation concerns in the Brazilian Cerrado.
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Correlatos Ecologicos da quitridiomicose em anuros do Cerrado

(Esse capitulo esta no formato da revista PLOS ONE).

Capitulo 2

RESUMO
Os anfibios sédo os vertebrados mais ameagados de extingado no mundo e a perda
de habitat e a quitridiomicose estdo entre as principais causas. A quitridiomicose &
considerada responsavel pela ocorréncia de graves declinios populacionais e
extingdes de anfibios em diversos locais do mundo. No Brasil, o fungo
Batrachochytrium dendrobatidis foi diagnosticado em espécies da Mata Atlantica
desde 2005. O Cerrado possui uma grande diversidade de anfibios, sendo que 50%
das espécies sdo endémicas. Estima-se que mais da metade da vegetacao nativa
do Cerrado ja havia sido desmatada em 2002 e, caso as taxas de desmatamento se
mantenham, é provavel que o bioma praticamente desapareca até 2030. O presente
trabalho reporta o encontro do fungo em uma comunidade de anuros no Cerrado do
Brasil Central e explora a associagao entre as caracteristicas ecoldgicas e relagdes
de parentesco dos anfibios com a intensidade e prevaléncia de infeccao pela
quitridiomicose. Nao houve relacéo entre as distancias filogenéticas e a
susceptibilidade a infeccdo. Por outro lado, o tamanho e o peso corporal, o local de
desova, o tipo de ninho, 0 modo reprodutivo e o indice aquatico tiveram associagao
com a intensidade de zodsporos e com a prevaléncia da quitridiomicose,
evidenciando que a proximidade com a agua € determinante da susceptibilidade a
infecgao. Por outro lado, caracteristicas climaticas do Cerrado como altas
temperaturas e um periodo anual de baixa precipitacdo podem atuar como fatores

limitantes ao desenvolvimento do fungo.
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INTRODUGAO

Embora a infeccéo por Batrachochytrium dendrobatidis (Bd daqui por diante)
seja letal para numerosas espécies, existe uma variagao substancial na
susceptibilidade dos hospedeiros [49,50]. Algumas espécies de anfibios sdo mais
susceptiveis [51-53] e podem sofrer extingdes locais logo apds a infecgao pelo
fungo [8,54-58], enquanto que outras persistem [59,60]. Algumas caracteristicas
ecoldgicas parecem influenciar a susceptibilidade a infecgao [61]. Espécies
aparentadas compartilham aspectos histéricos e evolutivos e a susceptibilidade a
infeccao por Bd pode estar entre esses aspectos. [11,62].

A infeccao se da principalmente através da agua contaminada [26], contato
com a superficie da pele de animais infectados [63] ou ainda contato com substratos
umidos contaminados [8]. As diferentes oportunidades de espécies susceptiveis
entrarem em contato com o patégeno ao longo da ontogenia podem explicar a
dindmica da infecgéo [64,65]. Espécies de reprodugéo prolongada ou com multiplos
eventos reprodutivos por ano podem ter maior oportunidade de contrair a infecgao,
pelo maior contato com a agua e com um numero maior de individuos, seja através
do amplexo ou em disputas intrassexuais por territérios [66]. O tamanho do corpo
também pode determinar o grau de exposi¢cao ao patdgeno, ja que espécies
maiores possuem maior superficie corporal queratinizada [50,66,67].

Posto que a fase infectante de Bd é o zodsporo aquatico, espécies
associadas a agua sao aparentemente mais susceptiveis a infecgao [68-73]. Por
outro lado, espécies mais terrestres devem ser menos susceptiveis a declinios

populacionais [74] e a quitridiomicose [11]. O comportamento reprodutivo também
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pode afetar a susceptibilidade, pois espécies que depositam seus ovos na agua
devem ter maiores chances de contrair a quitridiomicose [66,75,76].

Os fatores historicos sao importantes para o entendimento dos mecanismos
de evolucdo das espécies. A partir de uma hipétese filogenética é possivel estimar
se determinadas caracteristicas associadas a diferentes espécies foram moldadas
por forgas evolutivas, como por exemplo caracteristicas herdadas a partir de um
ancestral comum. Nesse caso, espécies mais proximamente relacionadas sao mais
similares e o comprimento dos ramos pode ser utilizado para estimar as relagdes
filogenéticas na analise de caracteristicas comuns entre as espécies [77].

[78-80].

Diferentes adaptacdes morfoldgicas, ecoldgicas, biolégicas e
comportamentais dos anuros, resultantes de suas interagbes com o0 meio ao longo
do processo evolutivo, permitem que eles ocupem diferentes tipos de ambientes
[81,82] e, em ultima analise, devem determinar sua susceptibilidade a infecgao por
Bd. No presente estudo, foi determinada a influéncia da ecologia das espécies e
suas relagdes de parentesco sobre a prevaléncia e intensidade da quitridiomicose
em uma comunidade de anuros no Cerrado do Brasil Central. E esperado que
caracteristicas compartilhadas que ampliem o contato dos individuos com Bd devem

influenciar sua susceptibilidade.

MATERIAL E METODOS
Coleta das Amostras
O estudo foi realizado ao longo da Lagoa Bonita, na Estagao Ecoldgica de
Aguas Emendadas (ESECAE), Planaltina, Distrito Federal (15°32' a 15°38' S e

47°33' a 47°37' W) (Fig. 1), onde a altitude varia entre 1.000 e 1.150 m. As coletas
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foram realizadas uma vez por semana, em todos os meses de 2013. Os animais
foram localizados a noite, ao longo de transec¢des percorridas a pé, para evitar a
coleta do mesmo individuo numa mesma noite, e capturados com as maos
paramentadas com luvas. Para cada animal foi utilizado um par de luvas, para evitar
falsos positivos por contaminagao cruzada entre as amostras. Foi esfregado um
cotonete na parte ventral da regiao inguinal, coxas e pés dos animais. Os cotonetes
foram acondicionados em tubos "eppendorf" e mantidos congelados a -20° C. Os
animais foram liberados imediatamente apds a coleta de material.

As amostras foram analisadas para detec¢éo do fungo por "quantitative
polymerase chain reaction" — qPCR [83,84]. A extragcao de DNA dos cotonetes foi
feita com a adigao de 100ul de PrepMan Ultra. Os tubos foram centrifugados duas
vezes, fervidos por 10 min, resfriados a temperatura ambiente e centrifugados
novamente. Depois, foram transferidos 45ul da solugéo para novos tubos, que foram

armazenados em freezer a -20°.

Detecc¢ao do Fungo

Depois que a solugao de 45l foi descongelada e centrifugada, foi feita uma
diluicdo 1:10 com 8 pl desta solucao e 32 ul de H,O MilliQ. Entdo, em cada poco da
placa de gPCR foi adicionado 20 pl do Master Mix da reagao contendo 1.300 ul de
TagMan Master Mix (Applied Biosystems), 286 ul de agua livre de nucleases, 130 pl
do primer ITS1-3 Chytr (5-CCTTGATATAATACAGTGTGCCATATGTC-3’) a 18 uM,
130 pl do primer 5.8S Chytr (5-AGCCAAGAGATCCGTTGTCAAA-3’) a 18 uM, 130
ul da sonda ChytrMGB2 (5-6FAM CGAGTCGAACAAAAT MGBNFQ-3)a5uM e
104 ul de BSA a 40ng/ul. Dos 96 pogos da placa de qPCR, 80 foram preenchidos

com 5 pl do DNA extraido diluido 1:10, dois foram preenchidos com 5 ul de agua
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livre de nucleases (controles negativos), e os outros 14 pocos foram preenchidos

com os padrdes nas diluicdes 103, 102, 10,1e 10'1

g.e. (genoma equivalente) para
a construcio da curva padrao.

A partir da gPCR, foram determinadas a prevaléncia e a intensidade da
infecgdo. A prevaléncia representa o numero de individuos infectados de uma
determinada espécie em relagado ao numero total de individuos amostrados daquela
espécie. A intensidade da infeccdo € o numero de zodsporo/equivalentes

encontrados em cada individuo. Os individuos foram considerados infectados

quando o numero de zodésporo-equivalentes foi = 1.

Dados Ecolégicos

Os dados ecoldégicos utilizados nas analises foram: massa (g), comprimento
rostro-urdstilo (mm), indice aquatico, reproducgao (adaptado a partir de Kopp et al.,
[85], as espécies com duragéo do periodo reprodutivo igual ou maior que quatro
meses foram consideradas de reprodugao prolongada e menor que quatro meses
foram consideradas de reproducgéao explosiva), sitio de desova (folhagem, chéao,
agua), tipo de ninho (agua, espuma na agua, espuma no chao ou folhagem) e modo
reprodutivo segundo Haddad & Prado, [86], onde a estimativa aumenta de acordo
com a independéncia da agua para a reprodugéao (Tabela 1).
O indice aquatico (IA) foi proposto por Lips et al.,[73] em um estudo sobre fatores
ecoldgicos preditores de declinios populacionais em anfibios no Panama, segundo
esse trabalho os animais foram classificados como exclusivamente terrestres (IA=
1), animais que vivem em pogas ou multiplos habitats (1A= 2) e espécies
exclusivamente riparias (IA= 3), como resultado o indice aquatico foi o dado

ecologico mais importante para prever possiveis declinios populacionais. Em 2014,
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Becker et al.[72] utilizou o indice aquatico como uma das caracteristicas ecoldgicas
para testar o efeito da diversidade filogenética e de caracteristicas ecoldgicas das
espécies de anfibios na dindmica de infecgao da quitridiomicose, nesse contexto os
pesquisadores adaptaram o indice aquatico proposto por Lips et al.,[73] de modo
que representasse a soma da quantidade de tempo empregado em ambientes
aquaticos, da seguinte maneira: espécies exclusivamente terrestres (i.e.
desenvolvimento direto) (IA= 0), espécies que se reproduzem em ambiente
aquatico, mas ocupam o extrato arboreo (IA= 1), espécies que se reproduzem em
ambiente aquatico e ocupam margens de rios e outros corpos d'agua (IA= 2). No
presente trabalho atribuimos indices aquaticos para as espécies de acordo com

Becker et al.,[72].[73]

Analises Estatisticas

Para investigar diferencas entre espécies na prevaléncia da infecgéo, foram
realizados dois testes de independéncia utilizando permutagdes, um com a soma
dos quadrados dos residuos de % de Pearson e outro com o valor maximo absoluto
dos residuos de X2 de Pearson, com o pacote vcd [87]. A intensidade de infecgao
para cada espécie foi calculada como a média dos individuos amostrados. Para
avaliar a relagao entre a prevaléncia e as caracteristicas ecoldgicas, foram feitas
analises de modelos lineares generalizados (GLMs) com distribuicdo binomial dos
residuos e fungéo de ligacao logit. Para avaliar a relagéo entre a intensidade de
infeccéo e as caracteristicas ecoldgicas, foram feitas analises de GLMs com
distribuicdo de Poisson dos residuos e fungéo de ligacéo logaritmica. Nos casos em
que houve sobredispersédo dos dados, foi empregada a distribuicdo quasi-Poisson

[88] com o pacote MASS [89]. Em relacdo a distribuicdo quasi-Poisson, a
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distribuicao binomial negativa da maior importancia relativa aos valores menores,
fazendo com que tenham um maior efeito no ajustamento da regressao [90]. Como
o objetivo da analise é estimar a relagdo dos maiores valores, ou seja, dos
individuos infectados, € mais adequado um ajustamento dominado por esse efeito,
qgue ocorre na regressao quasi-Poisson [90] e por isso ela foi escolhida para
determinar a significancia dos GLMs. Como nao é possivel obter valores de AIC, de
GLMs com distribuigcdo quasi-Poisson do residuos, a selegao de modelos nesses
casos foi feita com a distribuicdo binomial negativa [88].

A significancia dos GLMs foi determinada por comparagao com um modelo
nulo, contendo apenas a intersecao, através do valor de Xz_ Além disso, foi usada
uma abordagem da teoria de informagao, onde todos os modelos possiveis foram
ordenados segundo o valor do critério de informagao de Akaike corrigido para
pequenas amostras (AIC;) e foram calculados os coeficientes médios, com o pacote
MuMIn [91]. Nesse caso, a importancia dos preditores € definida como a soma dos
pesos de Akaike (WAIC.) de todos os modelos contendo cada preditor [92].

A partir de Pyron e Wiens [93], foi estimada uma hipotese filogenética para as
espécies da comunidade (Fig. 2). Como Elachistocleis cesarii ndo esta representada
na hipétese filogenética de Pyron e Wiens [93], ela foi substituida por Elachistocleis
ovalis. Outras seis espécies foram inseridas manualmente na topologia, com o
programa Mesquite [94]: Rhinella rubescens (como espécie irma de R. schneideri),
Physalaemus centralis (P. cuvieri), Scinax fuscomarginatus (S. fuscovarius) e
Dendropsophus jimi (D. rubicundulus). Em cada um desses casos, o0 comprimento
de ramo original [93] foi dividido igualmente entre as espécies-irmas.
Pseudopaludicola ternetzi foi também inserida manualmente na base do ramo das

especies de Physalaemus [95] e Phyllomedusa azurea na base de Hylidae [96].
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Nesses dois ultimos casos, o comprimento dos ramos foi considerado idéntico ao do
ramo mais longo no clado-irm&o. Nos assumimos que o impacto da substituicdo de
um taxon terminal por outro proximamente aparentado deve ser irrelevante para os
resultados, uma vez que a maior parte das mudancas evolutivas na filogenia dos
anfibios ocorre em nés mais profundos [93].

A partir dessa filogenia, foram aplicados métodos comparativos que levam
em conta a falta de independéncia entre as espécies [97,98]. Para realizar uma
particdo da variagao na prevaléncia e intensidade da infecgao por Bd entre a
filogenia e o ambiente [99], foi utilizada uma regressao por autovetores filogenéticos
(PVR), com o pacote PVR [100]. Esse método estima o sinal filogenético extraindo
autovetores, através da analise de coordenadas principais (PCoA), a partir de uma
matriz de distancias que descreve a relacao filogenética entre as espécies [101].
Foram feitos testes de sinal filogenético na intensidade e prevaléncia de infecgao,
através das estatisticas K de Blomberg e A de Pagel, com o pacote phytools [102].
Esses testes demonstram se ha independéncia filogenética ou se a intensidade e
prevaléncia estdo distribuidas como esperado no caso de taxa de evolugao
constante, segundo o movimento Browniano [103-105]. Todas as analises
estatisticas foram feitas no programa R [106] utilizando o nivel de significancia de

5% em testes de hipoteses.

RESULTADOS
Foram coletadas 318 amostras, de 16 espécies, nove géneros e cinco
familias de anuros (Tabela 1). Dentre as amostras, 46 foram positivas para Bd

(14,47%), sendo esse o primeiro registro do fungo na Estacdo Ecoldgica de Aguas

21



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Emendadas e no Distrito Federal. Seis espécies ndo apresentaram nenhum
individuo infectado: Dendropsophus rubicundulus, Hypsiboas raniceps,
Leptodactylus latrans, Phyllomedusa azurea, Pseudopaludicula ternetzi e Rhinella
schneideri. Porém, poucos individuos de H. raniceps (n = 2), L. latrans (2), P. azurea
(1) e R. schneideri (1) foram amostrados. Physalaemus cuvieri e Scinax
fuscomarginatus tiveram mais individuos infectados do que o esperado sob a
hipétese de independéncia (Fig. 3), tanto considerando o maximo absoluto dos
residuos de Pearson (rp = 3,426; P = 0,005), quanto a soma dos quadrados dos
residuos de Pearson (X2 = 40,408; P < 0,001).

O GLM relacionando a prevaléncia da infecgao por Bd as caracteristicas
ecoldgicas foi altamente significativo (x?, = 24,458; P < 0,001). A analise de
modelos médios indicou que reproducgao, indice aquatico, massa e tamanho
corporal, modo reprodutivo e desova sao os melhores preditores da prevaléncia da
infeccéo (Tabela 2). As espécies de reprodugéo prolongada, com menor indice
aquatico, com maior massa, menor tamanho corporal, maior estimativa de modo
reprodutivo e que desovam no chao e em folhas tendem a apresentar menor
prevaléncia de infec¢ao por Bd.

O GLM com distribuicao de Poisson dos residuos, relacionando a intensidade
da infecgao por Bd as caracteristicas ecoldgicas, evidenciou sobredispersao dos
dados, pelo que foi calculado outro GLM, mas com distribuicdo quasi-Poisson dos
residuos. Esse modelo completo, contendo todas as caracteristicas ecoldgicas, néo
foi significativo (x%; = 4549,1; P = 0,4884). A analise de modelos médios indicou que
a massa e tamanho corporal, o indice aquatico, a reproducédo e o local de desova
sado os melhores preditores da intensidade da infecgéo (Tabela 3). As espécies com

maior massa corporal, menor indice aquatico, reproducao prolongada, que desovam
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no chao e em folhas,e com maior tamanho corporal tendem a apresentar menor
intensidade de infecgao por Bd.

A analise de particdo de variagao na prevaléncia da infeccao por Bd revelou
que 38% da variagao sao explicados pela ecologia das espécies, 15% pela
filogenia, 3% sao compartilhados pela ecologia e filogenia, e 49% representam
variagao residual. Quanto a intensidade da infec¢ao por Bd, 35% da variagéo sédo
explicados pela ecologia das espécies, 16% pela filogenia, 0% sdo compartilhados
pela ecologia e filogenia, e 55% representam variacao residual. Nao houve sinal
filogenético significativo na prevaléncia (A = 0,0006, P=1; K= 0,35, P=0,52) ou

intensidade (A = 0,58, P =0,20; K= 0,64, P = 0,16) de infecc&o por Bd.

DISCUSSAO

O entendimento dos padrdes da dinamica patégeno-hospedeiro é
fundamental para atenuar os efeitos deletérios de doencas emergentes em espécies
potencialmente susceptiveis. Além disso, o conhecimento das caracteristicas
especificas que as predispdem a um determinado patégeno pode auxiliar
diretamente nas estratégias de conservagéao [50]. Diferentes espécies de anfibios
apresentam similaridades e diferengas em tragos ecoldgicos como tamanho e peso
corporal, tipo de habitat preferencial e aspectos reprodutivos, resultantes de sua
interacdo com o meio e de suas relacdes de parentesco, que podem determinar o
grau de exposi¢cao a uma determinada enfermidade [62,64]. Logo, espécies que
coexistem em uma comunidade podem possuir diferentes graus de susceptibilidade
[61].

De acordo com os resultados encontrados, as relagdes filogenéticas nao

explicaram a susceptibilidade a infeccdo. Apesar da auséncia de trabalhos
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buscando relacionar as distancias filogenéticas aos parametros de infecgao por
quitridiomicose, ja foi relatada uma maior associacédo dos parametros de infeccao da
quitridiomicose a determinados taxons, utilizando apenas a identificagao das
espéecies, como por exemplo para Ranidae [66], Alytidae e Bombinatoridae [62], no
entanto outros trabalhos que utilizaram essa abordagem n&o encontraram relagao
[38,107]. Nunca foram relatadas evidéncias de coevolugao entre espécies de
anfibios e Bd [108], como pode ocorrer em espécies de fungos que acometem
humanos [109]. Bd tem sido amplamente reportada como um agente infeccioso
generalista e a grande quantidade de espécies acometidas pelo fungo suporta essa
evidéncia [110,111].

Physalaemus cuvieri e Scinax fuscomarginatus apresentaram as mais altas
prevaléncias de infecgao da comunidade e mais da metade dos animais coletados
estavam infectados, sendo o niumero de individuos infectados maior que o esperado
ao acaso. As duas espécies sado ecologicamente generalistas e ndo se limitam a um
determinado tipo de habitat ou a um determinado sitio de reproducéao [112]. Além
disso, possuem ampla distribuigdo geografica ocorrendo no Cerrado e na Mata
Atlantica [113]. Espécies generalistas tendem a ser menos susceptiveis a declinios
populacionais [74] e, geralmente, persistem na comunidade apds surtos de
quitridiomicose [114]. Aparentemente, espécies generalistas possuem um sistema
imune mais adaptado para lidar com uma gama maior de patégenos, muitas vezes
funcionando como potenciais reservatoérios e vetores do Bd [107]. Hospedeiros que
agem como reservatérios tém grande importancia na epidemiologia da
quitridiomicose e podem atuar na dindmica da infeccdo como amplificadores da
doenga, por permitirem a persisténcia do fungo mesmo em comunidades onde o

numero de espécies susceptiveis € baixo [115]. Em comunidades de anfibios com
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quitridiomicose, as espécies amplificadoras possuem as caracteristicas encontradas
para P. cuvieri e S. fuscomarginatus, i.e., altas taxas de infeccao e baixa
susceptibilidade, facilitando a infecgdo de outras espécies sintopicas [72,116].

Grande parte da infecgao esteve associada as caracteristicas ecoldgicas e
espécies mais relacionadas a agua durante seus ciclos de vida apresentaram maior
intensidade e prevaléncia de infeccao. A proximidade com ambientes aquaticos é
fator significante para a predicao de declinios e extingdes de anfibios [10,73] e
também para a susceptibilidade a infec¢ao por Bd [38,61,65,107,117]. Da mesma
forma, o modo reprodutivo, o local de desova e o tipo de ninho associados a agua
apresentaram maior intensidade e prevaléncia de infecgao. Espécies que possuem
ninhos aquaticos tém contato com a agua durante a deposig¢ao dos ovos e formagao
do ninho. Algumas vezes a vocalizagdo e o amplexo também ocorrem dentro da
agua, aumentando assim o grau de exposicéo ao fungo [66]. E interessante notar
que, segundo a classificagdo dos modos reprodutivos, a presencga de ovos e girinos
aquaticos em ambientes |énticos é a condi¢gdo ancestral e mais comum entre os
anfibios [71,86,118]. Tal qual a acdo de predadores aquaticos [86], podemos
considerar que a quitridiomicose € um fator de risco para espécies mais associadas
a agua.

O Cerrado é uma savana neotropical que sazonalmente experimenta
periodos de baixa umidade do ar e é provavel que a forma infectante do fungo
sobreviva apenas na agua e em locais proximos a ela. Bd possui limitagcoes
fisiologicas relacionadas a dessecacgao; logo, é esperado que espécies que utilizam
a agua somente no periodo larval sejam menos infectadas [13,119].

Bd tem preferéncia por temperaturas mais frias para sobrevivéncia e

reproducao (17°C a 25) [80] e a probabilidade de infecgao por Bd nos anfibios
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diminui continuamente a partir da temperatura corporal de 25°C [120]. Sabe-se que
os anfibios conseguem se livrar completamente da infecgado permanecendo a 37°C
por 16 horas, essa capacidade pode estar associada tanto a temperatura ambiental,
como também a um aspecto comportalmental de manipuacao da temperatura [121].
Ja foi observado inclusive a chamada "febre comportamental" em estudos
laboratoriais com anfibios [122], onde os animais alteraram o comportamento
termorregulatério mantendo uma temperatura corporal acima da tempertura usual
mantida por animais nao infectados [123]. Richards-Zawacki [124] demonstrou em
uma populacao de Atelopus zeteki um aumento significativo da temperatura corporal
apos exposigao ao fungo Batrachochytrium dendrobatidis. No entanto, as espécies
que utilizam a agua em diversos ciclos de vida podem se reinfectar, mesmo que
tenham se livrado da infeccéo [120,124]. Embora, no Cerrado, a média diaria de
temperatura se mantenha estavel durante todo o ano, algumas espécies, como
Bokermannohyla alvarengai, possuem um comportamento de assoalhamento
podendo gerar um aumento na temperatura corporal por exposi¢ao prolongada ao
sol [120,124]

Espécies com maior massa corporal apresentaram menor intensidade e
prevaléncia de infeccdo e as espécies de maiores médias de CRU apresentaram
menor intensidade, porém maior prevaléncia de infeccdo. Em Queensland,
Australia, foi verificada que espécies maiores possuem menor susceptibilidade a
declinios populacionais, no mesmo periodo em que o Bd foi descrito pela primeira
vez [74]. Existe também uma correlacdo positiva entre o tamanho das espécies e o
numero de ovos por desova [71] e animais com maior fecundidade tendem a ser
menos susceptiveis a declinios populacionais [74]. Um outro fator interessante é

gue espécies menores estdo mais associadas a habitats florestados e fechados [86]
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e espécies de areas fechadas tem sido relatadas com maior intensidade de infecgao
[120]. Talvez a propria espessura da pele de espécies maiores possa funcionar
como uma barreira a fixagdo do fungo, ou ainda, outros parametros ecolégicos
podem estar influenciando na dinamica de infecgdo, como por exemplo, espécies
maiores atingem temperaturas mais altas termorregulando [125], podendo assim se
livrar da infecgao.

Espécies de reprodugao prolongada apresentaram menor prevaléncia e
intensidade de infeccdo. Uma das hipoteses € que espécies com reproducao
prolongada apresentam maior intensidade e prevaléncia de infecgdo, uma vez que
ficam mais tempo expostas em contato com outros individuos contaminados e com
a 4gua contaminada com zodsporos infectantes. E possivel que, no Cerrado, as
espécies que ficam mais tempo expostas tenham mais oportunidades de se livrar da
infeccao por termorregulagao [126], o que poderia contrabalancear a maior
oportunidade de infeccao.

Aparentemente nao estao ocorrendo declinios populacionais na comunidade
estudada e a prevaléncia de infecgcao é relativamente baixa em comparacdo com as
encontradas na Mata Atlantica brasileira [39,43,45]. Mas isso n&o significa que um
declinio populacional ou extingcbes ndo possam ocorrer em decorréncia da
coexisténcia com o fungo [126]. Estudos experimentais mostram que a intensidade
de infecgdo maxima que um individuo suporta é de 10.000 zodsporos (equivalente
gendmicos, no caso do diagndstico por qPCR) [127,128]. Na comunidade estudada,
um individuo de Elachistocleis cesarii (22.612,93 equivalentes genémicos) e um
outro de Dendropsophus jimi (49.817,16 equivalentes genémicos) ultrapassaram

esse limite.
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A proximidade com a agua parece ser um ponto chave da quitridiomicose nos
anfibios do Cerrado, sugerindo que grande parte infeccdo seja adquirida pelo
contato com a agua contaminada com os zodsporos. No Cerrado, a termorregulagao
pode atuar como um fator de protecao para os anfibios [121,124,129,130]. As altas
temperaturas que o Cerrado atinge em determinadas épocas e o longo periodo de

estiagem anual podem dificultar o crescimento e reproducao do patdégeno [79].
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Tabela 1 - Caracteristicas ecoldgicas, prevaléncia e intensidade da infec¢cao por Batrachochytrium dendrobatidis em 16 espécies
de anuros no Cerrado do Brasil central. A unidade de medida para Massa é grama (g) e para CRU (comprimento rostro-uréstilo) é

milimetro (mm). Reproducéo: E (explosiva), P (prolongada); Sitio de desova: Ag (agua), Fo (folhagem), Ch (ch&o); Modo

reprodutivo: segundo Haddad [86], Ninhos: Ag (agua), Fo (folhagem), Ea (espuma na agua), Es (espuma subterranea); N: numero
de individuos coletados; Pre: prevaléncia; Int: intensidade.

indice Sitio de Modo N Pre Int
Espécie Massa CRU aquatico Reproducdo desova Ninhos repr.
Dendropsophus jimi 1,41 20,350 1191182 preas Ag® ™ Ag®™ 155181 46 10 1092,31
Dendropsophus rubicundulus 1,14 19,25™° 1133 p' Ag'® Ag'® 1761 210 0
Dendropsophus minutus 0’95145 2752136,150,151,152 1131,134,135 P132,85,156 Ag134,135,136 Ag134,135,136 1134,152,86 30 3 6,38
Hypsiboas albopunctatus 5,68145 53,17136,150,151 1134,135,136 P132,134,136,85,156 Ag134,135 Ag134,135 1134,85 45 18 48,49
Hypsiboas raniceps 7,36146 55,22150,153 1131,132,137 P132,85 Ag162 Ag162 185,162 2 O O
Scinax fuscomarginatus 1’14145 21,89138'150'151'152 1131,132,134,135 P138,85 Ag135,163 Ag135,163 1134,152 32 60 58,79
Scinax fUSCOV&fiUS 3,08136’145 39,65136'151 1132,134,135,136 E132,134,85 Ag135,136 Ag135,136 1134,86 31 15 152,92
Phyllomedusa azurea 2.49™ 36.45" 1132:139,140 p132.157 Fo'321% Fo'321% 24°%¢ 1 0 0
Physalaemus centralis 5,30"® 34,72M1180.151 1134141 E'348° Ag"' Ea'" 1113486 15 7 0,26
Physalaemus Cuvieri 3,77145 28,67136,150,151,152 2131,134,135 P132,134,141,85,158 Ag135,136 Ea135,136 11134,152,86 28 56 358,86
Pseudopaludicola ternetzi 1.75™* 17,1130.142.154 2™ p'+ Ag'*? Ag'*? 11 21 0 0
Rhinella schneideri 242’1136 143’2136,150,151 2131,134,135 E135,136,85,158,159 Ag164 Ag164 1134,164 1 0 0
Rhinella rubescens 74.54"* 95,8615 2% S Ag'® Ag'® 114 17 21 15,54
Elachistocleis cesarii 3,6"° 28,81™31%5 2™ p1oo85 Ag"™ Ag™* 1134 16 33 1607,58
Leptodactylus fUSCUS 8,55136’149 46,95136'150'151 2131,134,135,136 P132,136,85,160 Ch132 ES132 30164,165 10 O O
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Leptodactylus latrans 103,7'30149  g0,90'30150151152 135,144

144,85
P

Ag144

Ea144

11 152.85

Os numeros sobrescritos sao as referéncias bibliograficas.
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Tabela 2 - Selegao, coeficientes médios e importancia dos preditores de modelos lineares generalizados (GLMs) relacionando a
prevaléncia da infeccéo por Bd a caracteristicas ecologicas de 16 espécies de anuros no Cerrado do Brasil central. Apenas os
modelos com AAIC; < 4 sdo mostrados. CRU: comprimento rostro-uréstilo, AlC,: coeficiente de informacéo de Akaike corrigido
para pequenas amostras, AAIC.: diferenga no valor de AIC. entre o modelo candidato e o melhor modelo (menor AIC.), wAIC,:
peso de Akaike, i.e., verossimilhangca normalizada ou o peso da evidéncia em favor do modelo, f: coeficientes médios, SE: erro-

padrao, I: importancia relativa, i.e., soma do wAIC,; de todos os modelos contendo a variavel.

Modelos df AIC;, AAIC. WAIC,
Reproducgao 2 70,19 0,00 0,22
indice aquatico + Massa + Reproducédo + CRU 5 70,78 0,59 0,16
indice aquatico + Massa + Reprodugao 4 7119 1,00 0,13
indice aquatico + Reprodugdo 3 71,84 1,65 0,10
Massa + Reprodugéao 3 72,01 1,81 0,09
Massa + Reproducao + CRU 4 72,76 2,56 0,06
Reprodugao + CRU 3 73,27 3,08 0,05
Modo reprodutivo + Reprodugao 3 73,27 3,08 0,05
indice aquatico + Massa + Modo reprodutivo + Reprodugdo +CRU 6 73,36 3,16 0,04
Intersecao 1 73,65 3,46 0,04
Massa+ CRU 3 74,01 3,82 0,03
Desova + Reprodugao 4 74,06 3,87 0,03
Parametros B SE z P I
Intersecao -1,820 1,042 1,688 0,091 -
Reprodugao (prolongada) -0,975 0,495 1,854 0,064 0,93
indice aquatico 0,395 0,565 0,680 0,497 0,44
Massa -0,018 0,026 0,697 0,486 0,52
CRU 0,010 0,020 0,546 0,585 0,35
Modo reprodutivo -0,002 0,014 0,153 0,878 0,09
Desova (chao) -0,542 483,054 0,001 0,999 0,03
Desova (folha) -0,493 702,928 0,001 0,999 (0,03)
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Tabela 3 - Selegao, coeficientes médios e importancia dos preditores de modelos
lineares generalizados (GLMs) relacionando a intensidade da infecgéo por Bd a
caracteristicas ecolégicas de 16 espécies de anuros no Cerrado do Brasil central.

Apenas os modelos com AAIC, < 4 sdo mostrados. CRU: comprimento rostro-

uréstilo, AlC.: coeficiente de informacgéo de Akaike corrigido para pequenas
amostras, AAIC.: diferenca no valor de AIC, entre o modelo candidato e o melhor

modelo (menor AIC,), WAIC.: peso de Akaike, i.e., verossimilhanga normalizada ou
peso da evidéncia em favor do modelo, g: coeficientes médios, SE: erro-padrao, I:
importancia relativa, i.e., soma do wAIC. de todos os modelos contendo a variavel.

Modelo df AIC; AAIC. WwAIC,
Intersecao 2 136,70 0,00 0,38
Massa 3 136,87 0,17 0,35
indice aquatico 3 139,62 2,92 0,09
Desova 4 140,08 3,38 0,07
Reproducgao + CRU 4 140,10 3,40 0,07
Massa + reprodugao 4 140,64 3,94 0,05
Parametros B SE V4 P I
Intersecao 5,622 1,621 3,260 0,001 -
Massa -0,020 0,030 0,646 0,518 0,40
indice aquatico 0,055 0,505 0,101 0,920 0,09
Desova (chao) -1,688 1926,000 0,001 0,999 0,07
Desova (folha) -1,688 1926,000 0,001 0,999 (0,07)
Reproducgao (prolongada) -0,037 0,794 0,043 0,965 0,12
CRU -0,005 0,021 0,250 0,802 0,07
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Legendas das Figuras
Figura 1 - Mapa localizando a Lagoa Bonita na Estacdo Ecoldgica de Aguas

Emendadas, Distrito Federal, Brasil, onde os anuros foram amostrados.

Figura 2 - Hipotese filogenética para as espécies de anuros amostradas na Estacéo

Ecolégica de Aguas Emendadas, Distrito Federal, Brasil.

Figura 3 - Grafico de mosaico do teste de permutacao condicional com a soma dos
quadrados dos residuos de Pearson, evidenciando um numero maior de individuos
infectados nas espécies Scinax fuscomarginatus e Physalaemus cuvieri do que

esperado sob a hipétese de independéncia.

Figura 4 - Particdo de variagao da intensidade (l) e prevaléncia de infecgao (Il) entre
as caracteristicas ecologicas (a), caracteristicas filogenéticas (b), caracteristicas

compartilhadas entre a ecologia e a filogenia das espécies (c) e variagéo residual

(d).
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