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RESUMO

Atualmente existem 44 Familias de anuros contendo 5679 espécies; no Brasil ha
877 espécies de anfibios conhecidas. Frente a essa biodiversidade, o pais ocupa a
primeira colocagédo em relagdo aqueles com maior riqueza de espécies de anfibios.
Varios patégenos (virus, bactérias e parasitas) podem ocasionar enfermidades
nesses animais, dentre essas doengas, a chytridiomicose vem ganhando
importancia, desde a sua descrigdo em 1998. Essa micose é causada pelo
Batrachochytrium dendrobatidis, da classe Chytridiomycetes, ordem Rhizophydiales.
Devido ao crescimento ocorrer no interior de células queratinizadas, em anfibios
causa uma micose cutanea que, posteriormente, pode levar o animal a morte, pois a
pele tem como fungdes a respiragao, osmorregulacéo e defesa. Diversos estudos
tém associado o fungo Batrachochytrium dendrobatidis ao declinio de populacdes de
anfibios ao redor do mundo. No Brasil, a presenca desse fungo foi relatada, pela
primeira vez em 2005, em anuros da Mata Atlantica, porém de acordo com a OIE
(World Organisation for Animal Health) ndo existe registro natural da doenga no pais.
Este trabalho teve como objetivo a detecgao de B. dendrobatidis em anuros adultos
da Mata Atlantica, do municipio de Boracéia - Sdo Paulo. Foram colhidos swabs de
pele de 78 animais sem lesdes macroscopicas, mantidos em alcool etilico P.A., e
processados no Laboratério de Biologia Molecular e Celular da Universidade
Paulista, para extracdo do rDNA fungico. A identificacdo de B. dendrobatidis foi
realizada pela técnica de PCR (reagdo em cadeia da polimerase), com limite de
detecgdo ao redor de 10 zodsporos, utilizando-se iniciadores com sequéncias
especificas. O fungo foi detectado em 16/78 (20,5%) das amostras pesquisadas. A
alta prevaléncia observada confirma que o fungo esta presente em anuros de vida
livre, sem lesdes aparentes, caracterizando o estado de portador assintomatico e a
técnica de PCR foi adequada para sua detecgao.

Palavras—chave: Batrachochytrium dendrobatidis, anuros, Boracéia, PCR, portador
assintomatico



ABSTRACT

There are, in the whole world, 44 families of frogs containing 5679 species; in Brazil are
known 877 species of amphibians. With such biodiversity, our country is the first in richness
of amphibian species. Many pathogens (viruses, bacteria and parasites) cause diseases in
amphibians and chytridiomycosis is one of the most important, since its description in 1998.
This mycosis is caused by Batrachochytrium dendrobatidis, Chytridiomycetes Class,
Rhizophydiales Order. This fungus grows within keratinized cells, and diseased animals can
die, because all of the skin functions, such as, respiration, osmoregulation and immune
defense, can be damaged. Many researchers have noticed that Batrachochytrium
dendrobatidis infection is related to the decline of amphibian populations around the world. In
Brazil, this fungus was first reported in frogs in 2005, although according to OIE (World
Organisation for Animal Health) there is no record of the natural disease in the country. The
aim of this study was to detect B. dendrobatidis in adult frogs of the Atlantic forest, in
Boracéia - Sdo Paulo. Swabs were taken from skin of 78 animals, without macroscopic
lesions. They were kept in ethanol PA and processed at Laboratério de Biologia Molecular e
Celular da Universidade Paulista, for extracting fungal rDNA. Identification of B.
dendrobatidis was done using PCR (polymerase chain reaction) technique, and
specific primers sequences, with about 10 zoospores detection. The fungus was
detected in 16/78 (20.5%) samples. This high prevalence confirms that this fungus occurs in
free-living frogs, with no macroscopic lesions, characterizing the state of asymptomatic
carrier, and that PCR technique is suitable for its detection.

Keywords: Batrachochytrium dendrobatidis, frogs Boracéia, PCR, asymptomatic carrier
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1 INTRODUCAO

Atualmente, existem 44 familias de anuros contendo 5679 espécies, ocorrem
em todo o mundo, exceto na Antartida (Frost, 2009); no Brasil, ha 877 espécies de
anfibios conhecidas. Frente a essa biodiversidade, o pais ocupa a primeira
colocagdo em relagdo aqueles com maior rigueza de espécies, seguido pela
Colémbia e Equador (Sociedade Brasileira de Herpetologia, 2011).

Os anuros sdo morfologicamente distintos, sendo sua classificagdo
relacionada as caracteristicas anatémicas no animal adulto e a especializacao para
0 salto é a caracteristica esquelética mais evidente (Schmidt-Nielsen, 2002). As
especializagbes do sistema locomotor sdo usadas para diferenciar os tipos de
anuros: os terrestres de grande porte, que saltam curtas distdncias s&o
denominados sapos (Figura 1), estes possuem cabecga aspera, pernas relativamente
curtas e membranas interdigitais pouco desenvolvidas; os anuros arboricolas
denominados ras, usualmente tém a cabecga e olhos grandes, cintura fina e pernas
longas, caminham e escalam, além de saltarem (Figura 2); e aqueles que possuem
discos digitais aumentados (Figura 3), para que ocorra melhor adesio, sdo as
pererecas (Figura 4) (Orr, 1986; Pough et al., 2008).

De acordo com a Global Amphibian Assessment, cerca de um terco das
espécies (1856) de anuros esta classificada como “ameacgada de extingdo”, sendo os
vertebrados em maior situagdo de risco no planeta (www.globalamphibians.org).

Os anfibios sao afetados por uma grande variedade de patdgenos, dentre
eles fungos, virus, bactérias e parasitas. As doencgas bacterianas, causadas pelas
bactérias Gram negativas, sdo causa de morbidade e mortalidade em anuros,
principalmente de cativeiro (Taylor et al., 2001). Esses animais ainda hospedam
diversos tipos de parasitas, como trematdides, nematdides, protozoarios, oligoquetas
e ectoparasitas, que normalmente causam apenas deformidades nos membros
(Well, 2007; Collins & Crump, 2009). As viroses, como a ranavirose, também podem

levar a morte (Taylor et al., 2001; Collins & Crump, 2009).



Figura 1. Sapo-comum (Bufo ictericus)
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Fonte: Instituto ra bugio para conservagéo da biodiversidade, 2011

Figura 2. Ra&-marrom (Leptodactylus flavopictus)

Y R

Fonte: Instituto ra bugio para conservagéo da biodiversidade, 2011
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Figura 3. Detalhe da pata dianteira da Perereca-catarinense (Scinax catharinae):
pontas dos dedos permitem adesao e escalada em arvores e outras
superficies
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Fonte: Instituto ra bugio para conservagéo da biodiversidade, 2011
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Além disso, os anfibios sdo acometidos por doencas flungicas, sendo a
principal delas a chytridiomicose, causada pelo Batrachochytrium dendrobatidis, da
Classe Chytridiomycetes, Ordem Rhizophydiales (Langcore et al., 1999; James et
al., 2000; de Hoog et al., 2004a).

Esse fungo vive em agua doce, com producdo de hifas, que degradam
celulose e queratina (de Hoog et al., 2004a; Symonds, 2005). A forma infectante do
B. dendrobatidis € o zobsporo e a transmissao da doenga requer a presenga de
agua, porque o zobsporo é flagelado e sensivel a desidratacdo (de Hoog et al.,
2004a; Johnson et al., 2003).

Entretanto, a habilidade do fungo para sobreviver no ambiente, na auséncia
de anfibios, ndo é perfeitamente conhecida. Estudos demonstram que em agua
corrente e deionizada B. dendrobatidis pode sobreviver por trés a quatro semanas;
em aguas de lagos, os zo6sporos mantém a viabilidade por periodos muito mais
longos, provavelmente devido a um maior nivel de nutrientes e substratos organicos
(Johnson & Spare, 2003).

Durante o ciclo de vida, o zo6sporo flagelado adere-se e degrada um
substrato, geralmente queratina ou celulose, absorve os nutrientes e forma uma
estrutura maior e fechada, que € o esporangio, este pode desenvolver rizdides, que
auxiliarao em sua fixagdo, e no seu interior, apdés amadurecimento, serdo
encontrados os novos zoosporos formados. A liberagdo desses Ultimos se dara
através de papilas, que se abrem na parede do esporangio (Langcore et al., 1999).
Os zoosporos liberados voltam a agua e iniciam o ciclo em outro substrato disponivel
(James & Vilgalys, 2006) (Figura 5).

Embora ndo haja consenso sobre a dose infectante para os anfibios, sabe-se
que a presenca de um Unico zo6sporo pode ser potencialmente considerada para
instalagdo e multiplicagdo do fungo (Kriger et al., 2007), e infecgdes com pequeno
in6culo, como 100 zodsporos, podem causar a morte (Berger et al., 1999; Daszak et
al, 1999; Berger et al., 2005; Symonds, 2005).

A chytridiomicose é uma doenca fatal e altamente contagiosa, que se
propagou no mundo (Symonds, 2005; OIE, 2011). A OIE (World Organisation for
Animal Health) adicionou a chytridiomicose e a ranavirose na relagao de doencas de

importancia e de notificagdo compulséria (OIE, 2011).
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Figura 5. Esquema do ciclo de vida de B. dendrobatidis (baseado em Langcore et
al., 1999)
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A pele dos anuros esta ativamente envolvida na troca de gases respiratérios,
agua e eletrélitos, sendo imprescindivel a sua homeostase hidrica e gasosa, e ainda,
a sua defesa imune (Orr, 1986; Voyles et al., 2009).

Quando B. dendrobatidis invade as células da epiderme, o patégeno fica
restrito as camadas superficiais, os extratos cérneo e granuloso, onde serdo
formados os esporéngios e liberados os novos zoo6sporos (Langcore et al., 1999;
Hyatt et al., 2007; OIE, 2011). Macroscopicamente, pode—se observar descamagcéo,
como “flocos” na pele dos animais afetados (Barrionuevo & Mangione, 2006; Hyatt et
al., 2007; OIE, 2011). Em cortes histologicos, verifica-se espessamento do extrato
cérneo e a presenga de esporangios, e com o progresso da infecgdo, hiperqueratose
e alteragdes na arquitetura normal da epiderme (Langcore et al., 1999; Barrionuevo
& Mangione, 2006; Hyatt et al., 2007; OIE, 2011).

Devido ao papel da pele desses animais na manutengdo do equilibrio
osmotico, estudos tém sugerido que a infec¢do por B. dendrobatidis possa afetar a
osmorregulagéo cuténea, uma vez que as alteragdes promovidas pelo fungo inibem
a absorgédo de sédio, comprometendo o carreamento de agua e eletrélitos, e as

fungdes osmorregulatérias como um todo (Voyles et al., 2009). Apesar dos anfibios
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tolerarem flutuacbes maiores nos niveis plasmaticos de eletrélitos do que outros
vertebrados terrestres, sugere-se que a deplecéo, especialmente de potassio, seja
importante na fisiopatologia da chytridiomicose (Voyles et al., 2009). Verificou-se que
as concentracgdes de sodio plasmatico e potassio foram significativamente reduzidas
como resultado da doencga (Voyles et al., 2009). Algumas horas antes da morte, a
atividade elétrica cardiaca dos sapos severamente afetados, lembrava padrdes
associados com parada cardiaca, também conhecida como assistolia cardiaca ou
bradiassistolia (Voyles et al., 2009). Assim, mudancas nos niveis de eletrélitos e/ou
acidose metabolica parecem ser causas provaveis da morte em assistolia cardiaca.
Animais acometidos pela doenga apresentam anorexia, letargia, excessiva
descamacdo da pele, posicdo anormal quando sentados, com abducdo dos
membros posteriores, e a morte pode ocorrer em 12 a 24 horas (Mazzoni et al.,
2003; Berger et al., 2005; Kriger et al., 2007).

Geralmente, os girinos ndo apresentam sinais clinicos, nem ocorre aumento
em sua taxa de mortalidade (Mazzoni et al., 2003), possivelmente porque ainda
respiram através de branquias (Pough et al., 2008).

Nos anos de 1993-1994 e 1996-1997 constatou-se declinio em populagbes
de anfibios, respectivamente na Australia e Panama (Berger et al., 1998). Foram
observadas alteragbes na pele de animais mortos e doentes, e a andlise dos
espécimes colhidos nesses locais, permitiu associar-se, pela primeira vez, o
parasitismo de um animal vertebrado, com um fungo Chytridiomycota, através de
exames histopatolégicos e sequenciamento genético (Berger et al., 1998).

De 1996 a 1998, sapos morreram no Parque Zoolbégico Nacional, em
Washington (EUA), devido a problemas associados a um organismo eucariético
esférico na epiderme. A microscopia eletrénica detectou zo6sporo caracteristico de
membro da familia dos Chytridiomicota (Pessier et al., 1999).

Em 1999, Langcore e colaboradores, através de material colhido em
necropsia de um espécime de Dendrobates azureus, realizaram exames
histopatolégicos, isolamento e cultura, e analise ultraestrutural do fungo causador da
doenca, concluindo que se tratava de um organismo taxonomicamente distinto e o
denominaram de Batrachochytrium dendrobatidis. Do grego, batracho é sapo e chytr
& pote feito de barro; a denominagéo da espécie provém do género Dendrobates.

Estudo retrospectivo em anfibios de colegbes de museus da Africa do Sul

comprovou a existéncia do fungo em espécimes colhidos em 1938 e 1943 (Weldon
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et al., 2004). Entretanto, a emergéncia do B. dendrobatidis como causa do declinio
drastico de populagbes de anfibios ocorreu ha pouco mais de uma década
(Blaustein & Dobson, 2006). Desde entdo, diversos estudos tém associado esse
declinio a chytridiomicose (Daszak et al., 1999; Lips, 1999; Lips et al., 2005;
Symonds, 2005; Voyles et al., 2009).

Atualmente, a doenga esta disseminada, ocorrendo em todo o mundo,
Oceania, Africa, Europa e Américas (Berger et al., 1998; Lips et al., 1999; Daszak et
al., 1999; Bosch et al., 2001; Ron, 2005; Symonds, 2005). Os pesquisadores vém
tentando concentrar as informag¢des online no “B. dendrobatidis Global Mapping
Project”, com a finalidade de que se faga um quadro real e atualizado de sua
ocorréncia (Figura 6) (B. dendrobatidis Global Mapping Project, 2011).

Acredita-se que a chytridiomicose seja problema deste século e final do
século XX, relacionada ao impacto humano (Berger et. al., 1998; Daszak et al, 1999;
Fisher et al., 2009).

Duas hipéteses sdo aventadas para justificar a disseminagado da doencga. A
primeira postula que a chytridiomicose originou-se em uma area geografica
determinada e o fungo alcangou outras regides do mundo através de comércio,
transporte e movimento de animais (Weldon et al., 2004). A segunda sustenta que o
fungo seria saprébio e ubiquo, e alteragdes na relagao parasita-hospedeiro levariam
ao aumento na incidéncia da doenga (Langcore et al., 1999; Rachowicz et al., 2005).
Fatores como alteragdes climaticas, poluicdo, desmatamento e ampliacdo de areas
cultivaveis devem se somar e agir em cascata, na transmisséo e na ocorréncia de
surtos (Daszak et al., 1999; Blaustein & Dobson, 2006; Rachowicz et al., 2005;
Fisher et al., 2009).
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Figura 6. Distribuicdo mundial de chytridiomicose em anfibios.
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Fonte: B. dendrobatidis Global Mapping Project, 2011

O diagnostico de anfibios infectados € um aspecto importante que visa
monitoragdo de areas contaminadas, assim como levantamentos que possibilitem o
conhecimento sobre as taxas de infeccdo em populagbes selvagens ou criatorios
(Boyle et al.,2004; Symonds, 2005; Hyatt et al., 2007).

Os testes de diagnéstico para identificagdo do fungo empregam métodos
histolégicos e de biologia molecular, particularmente a técnica de PCR (Reagédo em
Cadeia da Polimerase) (Pessier et al., 1999; Berger et al., 1999; Annis et al., 2004;
Retallich et al., 2006; Hyatt et al., 2007; Kirshtein et al., 2007).

Embora também seja possivel a realizagdo do diagnéstico através da analise
ultraestrutural do fungo em microscopia eletrénica (Berger et al., 1998; Longcore et
al., 1999; James et al., 2000) e isolamento em meios de cultivo de laboratério, ndo
sdo usuais (Langcore et al., 1999; Hyatt at al., 2007).

Recentemente, a presenga do fungo foi constatada pela primeira vez no
Brasil, em girinos da Mata Atlantica que apresentavam deformidades bucais
(Carnaval et al., 2005; Toledo et al., 2006 a).

No ano de 2006, Carnaval e colaboradores, realizaram levantamento
epidemiologico, utilizando 96 anfibios preservados de colegbes herpetologicas dos

Estados de Espirito Santo, Minas Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro e Sao Paulo,
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verificando, através de analise histopatologica, a presenga de B. dendrobatidis em
seis dos animais estudados, um deles colhido em 1981 (Carnaval et al., 2006).

No mesmo ano, de 41 girinos que apresentavam lesdes nos discos bucais,
colhidos de 1964 a 2005, pertencentes a arquivos de colegbes, constatou-se 20
amostras positivas para B. dendrobatidis, através de exame histopatolégico e
morfologico do fungo (Toledo et al., 2006b).

Esses relatos foram referentes a animais de vida livre, e em 2010, pela
primeira vez, se descreveu a ocorréncia de chytridiomicose em anfibios de cativeiro
no pais (de Paula et al., 2010). O fungo foi observado em cortes histolégicos de 20
animais da espécie Dendrobates tirectorius, pertencentes a um parque zoolégico
particular (de Paula et al., 2010).

Essas sdo descricdes comprovadas da presenca de Batrachochytrium
dendrobatidis no Brasil (Figura 6), entretanto, de acordo com o status internacional
da OIE (2011), ndo ha registro de doencga natural ou surtos em nosso pais (OIE,
2011).
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo detectar B. dendrobatidis, através da técnica

de PCR, em anuros adultos de vida livre, em regido de Mata Atlantica do municipio

de Boracéia — SP.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 78 anfibios adultos de vida livre, sem lesbes macroscopicas,
das familias Brachycephatidae, Hylidae, Hylodidae, Leiuperidae e Leptodactylidae,
colhidos na Mata Atlantica no Estado de Sao Paulo, municipio de Boracéia (Anexo
A).

Os animais foram classificados pelo Laboratério do Prof. Dr. Miguel Trefaut
Rodrigues, Departamento de Zoologia do Instituto de Biologia da Universidade de

Sao Paulo.

3.2 Colheita e transporte de amostras clinicas

Os animais foram capturados manualmente na reserva florestal de Mata
Atlantica, no municipio de Boracéia, Estado de Sao Paulo (Anexo B - IBAMA). Foram
transportados em sacos individuais, contendo oxigénio (Figura 7), até o Laboratério
de Patologia Comparada da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo, aonde foram contidos fisicamente para colheita de
amostras.

Um swab estéril foi friccionado em todas as regides do corpo (Figura 8A),
sendo, em seguida, acondicionado em tubo individual contendo alcool etilico P.A.
(Figura 8B), e conservado sob refrigeragdo (Hyatt et al., 2007). O material foi
enviado ao Laboratério de Biologia Molecular e Celular da Universidade Paulista
(UNIP), onde foi processado. Todo o procedimento foi realizado utilizando-se luvas

descartaveis e individuais.
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Figura 7. Transporte dos animais em sacos plasticos individuais (A); detalhe em B

Figura 8. Colheita das amostras clinicas, friccdo de swab estéril na pele do animal
(A), acondicionamento do swab em tubo contendo alcool etilico P.A. (B)
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3.3 Identificagao Molecular

3.3.1 Extragdo de DNA

A extragdo do rDNA fungico ocorreu através do Genomic DNA Mini kit
(Invitrogen), e o protocolo utilizado seguiu as normas do fabricante (Figura 9: A, B, C
e D).

Figura 9. Extracdo do DNA: A — Kit utilizado na extragédo; B — Spin Column PurelLink
Collection Tube; C — eppendorf contendo o material que sera extraido; D
— etapa inicial da extragéo

A B
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3.3.2 Identificagdo através da técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da

Polimerase)

A identificacdo de B. dendrobatidis foi realizada pela técnica de PCR,
conforme metodologia descrita por Annis e colaboradores (2004), com limite de
deteccdo ao redor de 10 zoosporos do fungo, utilizando-se iniciadores que
amplificam uma sequéncia especifica de rDNA de B. dendrobatidis (Quadro1). Cada
amostra foi testada em reacgdes de 25uL contendo 1uL de DNA extraido, 12,5uL de
Taq Green master mix Promega, 1,0uL de iniciador, 1,0uL de iniciador reverso e
9,5uL de agua livre de nucleases. As reagbdes foram submetidas ao ciclo de
amplificagdo em termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient, sendo inicialmente
aquecidas a 93°C por 10 minutos e, em seguida, sofreram 30 ciclos: desnaturagao a
93°C por 45 segundos, 45 segundos a 60°C para anelamento, extensao a 72°C por
1 minuto e um ciclo de extens&o final de 10 minutos.

Ap6s a amplificagdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose (1%), coradas em brometo de etidio, visualizadas em transiluminador UV e
fotografadas pelo sistema Gel Logic 200, Kodak.

Utilizou-se como padrdo positivo DNA de B. dendrobatidis, cedido pelo

Amphibian Disease Laboratory do San Diego Zoo, California, EUA.

Quadro 1. Iniciadores para identificagdo de Batrachochytrium dendrobatidis, que

amplificam uma sequéncia especifica de rDNA

Iniciador Sequéncia Tamanho do
amplificado (pb)

Bd1a 5 CAGTGTGCCATATGTCACG 3
Bd2a 5 CATGGTTCATATCTGTCCAG ¥
Annis et al., 2004

300
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4 RESULTADOS

Detectou-se B. dendrobatidis em 16/78 (20,5%) dos animais estudados
(Tabela 1 e Figura 10).

Foram positivos para a presenca de B. dendrobatidis espécimes pertencentes
as Familias Hylidae, Hylodidae e Brachycephatidae, dentre as cinco pesquisadas
(Tabela 1); sendo a frequéncia verificada na Familia Hylidae, que alberga o maior
numero de anuros testados, de 21,1% (12/52) (Tabela 1).

No anexo A, sao discriminadas a caracterizagdo taxonémica e presenca de B.

dendrobatidis em cada uma das amostras clinicas analisadas.

Tabela 1. Presenca de B. dendrobatidis em anuros da Mata Atlantica do municipio
de Boracéia — SP.

POSITIVO PARA

FAMILIA GENERO ESPECIE NUMERO B, dendrobatidis

DE ESPECIMES

Numero Porcentagem
Absoluto (%)
Hylidae 52 12 23,1
Hypsiboas 22 7 31,8
1 H. polytaenius 10 2 20,0
2 H. bischoffi 9 2 22,2
3. H. faber 3 3 100,0
Scinax 14 2 14,3
18S. alter 6 2 33,3
2 S. hayii 3 0 0
3S.
crospedosfilus 5 0 0
Bokermannohyla 6 0 0
1 B. astartea 5 0 0
2 B. circundata 1 0 0
Aplastodiscus 5 2 40,0
1 A. arildae 3 1 33,3
2 A. albosignatus 1 0 0
3 A. leucopygius 1 1 100,0
Dendropsophus 5 1 20,0
1 D. minutos 5 1 20,0
Hylodidae 1 2 18,2
Hylodes 1 2 18,2
1 H. asper 11 2 18,2

Continua
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Continuacéo

Brachycephatidae 7 2 28,6
1 Ischnocnema
sp 1 1 100,0
2 I. guentheri 1 0 0
3 1. juipoca 3 0 0
4 |. parva 1 0 0
5 I. randorum 1 1 100,0
Leiuperidae 4 0 0
Adenomera 2 0 0
1 A. marmorata 2 0 0
Physalaemus 1 0 0
1 P. cardosi 1 0 0
Paratelmatobius 1 0 0
1 P. cuvieri 1 0 0
Leptodactylidae 4 0 0
Leptodactylus 4 0 0
1 L. latrans 4 0 0
TOTAL DE ANIMAIS 78 16 20,5

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose de sequéncia especifica de rDNA de B.
dendrobatidis, apés amplificagédo pela técnica de PCR. Numeros 1 e 16:
padrdo de peso molecular (100pb); niumero 2 padrdo positivo para B.
dendrobatidis; numeros 3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,14 e 15: amostras
testadas e positivas para B. dendrobatidis; numero 13 amostra testada e
negativa para B. dendrobatidis.
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5 DISCUSSAO

A metodologia utilizada foi adequada para a proposta do projeto. As técnicas
de colheita, transporte, e o kit empregado possibilitaram a extracdo do rDNA do
fungo, assim como, os iniciadores utilizados permitiram a identificagdo de B.
dendrobatidis, obtendo-se amplificados com 300pb, como referido na literatura
(Annis et al., 2004)

Outras técnicas de diagnéstico disponiveis sdo o exame histopatolégico e o
cultivo do fungo (Berger et al., 1998; Langcore et al., 1999; Hyatt et al., 2007). Em
relacdo a histopatologia, esse teste geralmente € empregado em fragmentos de
tecidos colhidos em necropsia, sendo de pouca utilidade em pesquisas do fungo em
animais vivos (Kriger et al., 2007), além de apresentar sensibilidade bem menor que
as técnicas moleculares (Hyatt et al., 2007). O isolamento em meios de cultura é de
dificil obtenc&o; a ocorréncia de micro-organismos contaminantes é frequente,
devido o tipo de material semeado, e, muitas vezes quando se obtém o fungo
isolado, os esporangios ndo liberam novos zoOsporos ou cessam O Seu
desenvolvimento (Longcore et al., 1999).

Essas s@o as principais razbes de se recomendar, atualmente, as técnicas
moleculares: séo rapidas, podem ser utilizadas em animais vivos, em levantamentos
de campo e sua sensibilidade e especificidade sdo maiores do que quaisquer outros
métodos de diagnéstico disponiveis (Hyatt et al., 2007).

A alta positividade de Batrachochytrium dendrobatidis verificada neste projeto
em animais de vida livre, sem lesGes aparentes, vai ao encontro da recomendagao
feita por outros pesquisadores, de adotar-se a técnica de PCR para detecg¢do do
fungo (Annis et al., 2004; Boyle et al., 2004; Hyatt et al., 2007; Kirshtein et al., 2007;
Kriger et al., 2007).

Embora ainda nio estejam bem estabelecidos seus padrbes de resisténcia e
sensibilidade, sabe-se que o fungo vive naturalmente no ambiente, utilizando plantas
aquaticas, protistas, animais invertebrados e vertebrados como parte do ciclo de vida
(Johnson & Speare, 2003; de Hoog et al.,2004a) e os anfibios se infectam através
de contato direto com a pele de um animal infectado com o zodsporo do fungo ou

com reservatorio no ambiente (de Hoog et al, 2004a).
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A presenga do fungo em praticamente todo o mundo e a ocorréncia da
doenga em ampla gama de hospedeiros (Berger et al., 1998; Daszak et al., 1999;
Lips et al., 2005; Ron, 2005) tém levado os pesquisadores a tentar compreender a
origem e a forma de disseminagéo da chytridiomicose.

Os baixos indices de variabilidade genética verificados, através de
sequenciamento de DNA, em cepas de B. dendrobatidis, provenientes da América
do Norte, América Central, Australia e Africa suportam a hipétese da existéncia de
um genotipo e reprodugéo clonal (Morehouse et al., 2003; Fisher et al., 2009). De
acordo com Weldon et al., 2004, o fungo teria se originado na Africa e a sua
dispersao ocorrido através do comércio global e transporte de anfibios. Espécies do
género Xenopus, originarias da Africa, foram exportadas aos milhares no século XX,
para serem utilizadas em testes de confirmagdo de gravidez humana (Shapiro &
Zwarenstein, 1934 apud Weldon et al., 2004) e como modelos experimentais em
imunologia e embriologia. B. dendrobatidis apresenta algumas caracteristicas
condizentes com esse tipo de disseminacgéo, baixa especificidade de hospedeiros e
alta taxa de mortalidade (Daszak et al., 1999; Retallick et al., 2004).

Nas ultimas décadas, o comércio mundial de ras touro gigante também se
expandiu, para suprir criatérios em diversas partes, ja que s&o utilizadas na
alimentacdo humana (Willians et al., 2002; Cunningham et al., 2003). Esses animais
também s&o acometidos pela chytridiomicose e descreveu-se um surto no Uruguai,
em que morreram cerca de 25.000 animais adultos no periodo de um més (Mazzoni
et al.,, 2003). Cabe ressaltar que as matrizes haviam sido importadas do Brasil,
embora néo se tenha estabelecido que essas fossem as fontes de infecgédo do surto
(Mazzoni et al., 2003).

Conquanto ndo sejam observadas grandes diferencas genéticas em B.
dendrobatidis, provenientes de diferentes regides do mundo (Morehouse et al.,
2003), verificaram-se alteragbes em sua viruléncia em infecgbes experimentais
realizadas com trés cepas do fungo (Berger et al., 2005). Entretanto, ndo se sabe
que ordem de pressao seletiva essas cepas sofreram para expressar seus diferentes
genes (Berger et al., 2005).

E possivel que os anfibios alberguem B. dendrobatidis em sua pele e o fungo
s6 consiga penetrar e multiplicar-se nos tecidos cutdneos em situagbes de
desequilibrio, a semelhanga do que ocorre com outros fungos oportunistas (de Hoog

et al., 2004b), porque todos os animais analisados nesta pesquisa eram adultos, de
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vida livre e ndo possuiam lesdes aparentes, constituindo—se em portadores
assintomaticos e sendo fontes de infecgao para outros animais.

Nos poucos levantamentos epidemiologicos realizados no Brasil, verificou-se
ampla ocorréncia do fungo, em mata Atlantica, em diversos Estados brasileiros,
alcangando distribuicdo em 2400 Km (Carnaval et al., 2006; Toledo et al., 2006b).
Essa dispersao, associada ao estado de portador assintomatico, observada nesta
pesquisa, ndo sugerem que a introdugado do fungo em nosso pais, tenha acontecido
através de uma espécie exética de anfibios.

A propria habilidade do fungo em crescer em meios de cultura com auséncia
de células vivas, reforca a hipotese de sua natureza saprébia (Langcore et al.,
1999). Provavelmente, B. dendrobatidis é capaz de viver saprofiicamente em
queratina na natureza, se outros componentes do ecossistema limitarem o
crescimento de bactérias e ficomicetos (Langcore et al., 1999).

Sao diversas as alteragbes que podem ocorrer no ecossistema onde os
animais vivem e acabam por promover quebra em sua homeostasia (Blaustein &
Kiescecker, 2002) e declinio das populagdes, desde fatores proprios do micro-
organismo, como viruléncia e dose infectante (Langcore et al., 1999; Kriger et al.,
2007), até a destruicdo de seu habitat.

Desmatamento de florestas, drenagem de terras alagadicas, ampliagdo de
areas cultivaveis podem afetar diretamente os anfibios (Blaustein & Kiercecher,
2002); alteragbes climaticas globais, com variagdo de indices pluviométricos e
temperatura, também sdo apontadas como fatores de desequilibrio para as
populagdes (Blaustein & Kiercecher, 2002; Willians et al., 2002; Fisher et al., 2009);
ainda, aumento de radiagao ultravioleta B, devido a diminuicao da camada de ozbnio
e uma vasta gama de substancias téxicas, como pesticidas, herbicidas, fungicidas,
fertilizantes e poluentes em geral, interfferem com a sanidade, equilibrio e
manutengédo das populagdes de anfibios (Blaustein & Kiercecher, 2002; Johnson et
al., 2003). As substancias téxicas podem afetar o comportamento, reduzir as taxas
de natalidade, desregular o sistema enddcrino, promover imunossupressdo e
mesmo, levar a morte (Blaustein & Kiercecher, 2002; Willians et al., 2002). A
introducdo de novas espécies no ambiente também afeta potencialmente os
animais, tanto pela competicdo com os anfibios nativos, como pela introdugédo de

novas doengas (Berger et al., 1998, Berger et al., 2004; Blaustein & Dobson, 2006).
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Nos ultimos anos, tem-se relacionado o aquecimento global ao declinio
brusco de populagdes de anfibios, decorrente de infecgbes causadas por B.
dendrobatidis (Berger et al., 2004). Verificou-se alto grau de confianga (> 99%),
quando se cruzou a extingdo de duas espécies de anfibios, que habitaram as
montanhas da Costa Rica, com o aumento da temperatura atmosférica e dos
oceanos (Pounds et al., 2006). Além das alteragbes ecolbgicas que ocorreriam no
meio, ter-se-ia diminuigdo da acdo dos antimicrobianos da pele dos anfibios, pelo
aumento da temperatura ambiente (Rollins-Smith et al., 2002). Sabe-se que os
anfibios possuem em sua pele peptideos antimicrobianos, que promovem protecao
natural contra infec¢des, porém esses peptideos tém maior eficacia em temperaturas
mais baixas (Rollins-Smith et al.,2002).

Entretanto, varios dos surtos de chytridiomicose relatados ocorreram em
regibes montanhosas e de baixas temperaturas (Berger et al., 1998; Lips et al.,
2005), demonstrando a complexidade dessas relagbes biolégicas (Fisher et al.,
2009).

Possivelmente, o declinio das populagdes de anfibios é contexto—dependente
e seus efeitos acontecem em cascata, com o fungo interagindo com ambos, os
anfibios e o meio ambiente, numa relagdo extremamente dificil de predizer
(Blaustein & Dobson, 2006; Morehouse et al., 2003; Fisher et al., 2009).

Acredita-se que esse seja o angulo pelo qual os resultados desta pesquisa
devam ser analisados. Detectou-se B. dendrobatidis em alta porcentagem dos
animais estudados (20,5%), os quais eram aparentemente sadios, nao
apresentavam lesdes macroscépicas, nem sinais clinicos de doenca, portanto, &
factivel se aventar que os anfibios da populagéo pesquisada se submetidos a alguns
dos fatores desencadeantes descritos, poderdo desenvolver chytridiomicose,
inclusive na forma de surtos.

Ha cerca de 20 anos, verificou-se que algumas espécies da Subfamilia
Hylodinae haviam desaparecido de regido da Mata Atlantica no Espirito do Santo
(Weygoldt, 1989). Também se relatou declinio da populagéo de anuros na regido de
Boracéia-SP (Bertoluci & Heyer, 1995); entretanto, em nenhum dos eventos, as
causas foram determinadas. Em anos mais recentes, pesquisadores alertaram que
esta ocorrendo diminuigdo na populagdo de anfibios em outras regides do Brasil
(Silvano & Segalla, 2005). A redugdo do numero de espécies de anfibios no pais

pode ser decorrente de infeccao por B. dendrobatidis (Toledo et al., 2006a).
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No Brasil, nos dois levantamentos realizados com anuros pertencentes a
colegdes, B. dendrobatidis foi detectado respectivamente em 6,3 % (Carnaval et al.,
2006) e 48,8% (Toledo et al., 2006b) das amostras estudadas. Em ambos trabalhos
foram utilizados anuros adultos e girinos de areas geograficas que apresentavam
declinio de populacdo e/ou lesdes sugestivas da doenca (Carnaval et al., 2006;
Toledo et al., 2006b). Na descrigdo de chytridiomicose em anfibios de cativeiro no
pais, novamente verificou-se alta frequéncia do fungo nos animais (40%) (de Paula
et al,, 2010). Entretanto, o que surpreende no estudo ora relatado, é a alta
ocorréncia de B. dendrobatidis em animais de vida livre, aparentemente sadios. Essa
observacgéo abre a possibilidade de que a doenca esteja ocorrendo no Brasil, ou
possa vir a ocorrer de uma forma disseminada.

Em vista do exposto, recomenda-se ampliagdo dos levantamentos
epidemioldgicos sobre a presenca de B. dendrobatidis, inclusive em outros biomas,
como cerrado e Pantanal, com a finalidade de se obter um panorama real e adotar-

se medidas preventivas, visando a conservagéo dos anfibios no pais.
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6 CONCLUSOES

Batrachochytrium dendrobatidis esta presente em anuros de vida livre, sem
lesbes macroscépicas, da Mata Atlantica, caracterizando o estado de portador
assintomatico.

A técnica de PCR se mostrou de facil execugéo, reprodutivel e adequada para
detecgdo de B. dendrobatidis, a partir de amostras de pele colhidas com auxilio de

swabs.
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ANEXO A: Caracterizagdo taxondmica e detecgdo de Batrachochytrium

dendrobatidis nos animais estudados.

AMOSTRAS FAMILIA ESPECIE DETECGAO DO
Batrachochytrium dendrobatidis
1 Hylodidae Hylodes asper NEGATIVO
2 Hylodidae Hylodes asper NEGATIVO
3 Hylodidae Hylodes asper NEGATIVO
4 Hylodidae Hylodes asper NEGATIVO
5 Hylodidae Hylodes asper NEGATIVO
6 Hylodidae Hylodes asper NEGATIVO
7 Leptodactylidae Leptodactylus latrans NEGATIVO
8 Leptodactylidae Leptodactylus latrans NEGATIVO
9 Leptodactylidae Leptodactylus latrans NEGATIVO
10 Leptodactylidae Leptodactylus latrans NEGATIVO
11 Hylidae Hypsiboas polytaenius NEGATIVO
12 Hylidae Hypsiboas polytaenius NEGATIVO
13 Hylidae Hypsiboas polytaenius NEGATIVO
14 Hylidae Hypsiboas polytaenius NEGATIVO
15 Brachycephatidae Ischnocnema guentheri NEGATIVO
16 Hylidae Scinax alter POSITIVO
17 Hylidae Hypsiboas polytaenius NEGATIVO
18 Hylidae Scinax hayii NEGATIVO
19 Hylidae Hypsiboas bischoffi NEGATIVO
20 Hylidae Scinax hayii NEGATIVO
21 Hylidae Hypsiboas bischoffi NEGATIVO
22 Hylidae Hypsiboas polytaenius NEGATIVO
23 Brachycephatidae Ischnocnema juipoca NEGATIVO
24 Brachycephatidae Ischnocnema juipoca NEGATIVO
25 Hylidae Scinax hayii NEGATIVO
26 Leiuperidae Adenomera marmorata NEGATIVO
27 Hylidae Dendropsophus minutus NEGATIVO
28 Hylidae Scinax alter NEGATIVO
29 Hylidae Dendropsophus minutus NEGATIVO
30 Hylidae Scinax alter POSITIVO
31 Hylidae Hypsiboas polytaenius NEGATIVO
32 Hylidae Scinax alter NEGATIVO
33 Hylidae Scinax alter NEGATIVO
34 Hylidae Scinax alter NEGATIVO
35 Hylidae Hypsiboas bischoffi NEGATIVO
36 Hylidae Hypsiboas bischoffi NEGATIVO
37 Hylodidae Hylodes asper NEGATIVO
38 Hylodidae Hylodes asper NEGATIVO
39 Hylodidae Hylodes asper NEGATIVO

Continua
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Continuagéo
40 Hylidae Hypsiboas bischoffi NEGATIVO
41 Leiuperidae Physalaemus cuvieri NEGATIVO
42 Leiuperidae Adenomera marmorata NEGATIVO
43 Brachycephatidae Ischnocnema parva NEGATIVO
44 Leiuperidae Paratelmatobius cardosi NEGATIVO
45 Hylidae Dendropsophus minutus NEGATIVO
46 Brachycephatidae Ischnocnema juipoca NEGATIVO
47 Hylidae Dendropsophus minutus POSITIVO
48 Brachycephatidae Ischonocnema randorum POSITIVO
49 Brachycephatidae Ischnocnema sp POSITIVO
50 Hylidae Scinax crospedosfilus NEGATIVO
51 Hylidae Scinax crospedosfilus NEGATIVO
52 Hylidae Aplastodiscus arildae POSITIVO
53 Hylidae Hypsiboas faber POSITIVO
54 Hylidae Hypsiboas faber POSITIVO
55 Hylidae Aplastodiscus leucopygius POSITIVO
56 Hylidae Aplastodiscus arildae NEGATIVO
57 Hylidae Scinax crospedosfilus NEGATIVO
58 Hylidae Bokermannohyla astartea NEGATIVO
59 Hylidae Hypsiboas faber POSITIVO
60 Hylodidae Hylodes asper POSITIVO
61 Hylidae Hypsiboas bischoffi NEGATIVO
62 Hylidae Bokermannohyla astartea NEGATIVO
63 Hylidae Bokermannohyla astartea NEGATIVO
64 Hylidae Hypsiboas bischoffi NEGATIVO
65 Hylidae Bokermannohyla astartea NEGATIVO
66 Hylidae Bokermannohyla circundata NEGATIVO
67 Hylidae Aplastodiscus arildae NEGATIVO
68 Hylidae Aplastodiscus albosignatus NEGATIVO
69 Hylidae Scinax crospedosfilus NEGATIVO
70 Hylidae Dendropsophus minutus NEGATIVO
71 Hylidae Hypsiboas bischoffi POSITIVO
72 Hylidae Bokermannohyla astartea NEGATIVO
73 Hylidae Hypsiboas polytaenius POSITIVO
74 Hylidae Hypsiboas polytaenius POSITIVO
75 Hylidae Hypsiboas bischoffi POSITIVO
76 Hylodidae Hylodes asper POSITIVO
77 Hylidae Hypsiboas polytaenius NEGATIVO
78 Hylidae Scinax crospedosfilus NEGATIVO
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Titulo do Projeto: Setematica e Evolugdo de Répteis, Anfibios ¢ peg mamiferos neotropi
Home da Instituigdo - UNIMERSIDADE DE SAD PALLD INSTITUTO DE BIOCIENCIAS CHPJ: 62025 630/0004-57
GO Todo o es@do o de U0
GO todo 0 estado Fora de UC
WA [teds o esmdo oA de 00
WA [tods o estado Forade UC
A tod o es@do ora de UC
todh 0 esado Forade UC
it o0 0 esado orade LT
H i tody 0 eRAdo ora de LT
5 ut Tody 0 esado ora de UC
7 WG [tods o esado orade UC
WG |toda o exado ara de UC
£ LT Tod0 0 esado Fora de U0
@ FA Todo o esado Fora de UC
T FH Tod 0 esado Fora dge UC
j] L] 100 0 esado Faade T
PR tody o esado Forade UC
o PE __[tods o esado Foade T
] il Todh b edado Forade UC
i R [todo o es@do Fora de UC
H 000 0 esEdo ora de UC
RH ody 0 estado Fora de UC
RS ol o esado ora de UC
RO ol 0 esado Fora de UC
3] Todd o esado ora de UC
5C tods o es@do ora de UC
k- Todo o estado ora de T
SE tody 0 esado ora de UC
3 SE  |tods o estado o de U
5 T tods o esado orade UC
10 [teds o esado ara de T
Atividades X Téxons
. P Fodertia, Lagomorpha, Didelphimomh mux_m Thi Amphitia, Chelidae, Emydid
TR i ertia, Lagome . Oidelphimomphia, codlia, Chiroptera, " idae, 3e.
e | Sapawa e aninals Alveles ln Kinosterridae, Podocnémididas, Testudnidae, Squamets
2 | coletatra g Tclbakias I 3t Chelide, Emdidas, Kinostemidee, Podoenemididas, Testudinidae, Squamata, Amphibia,
3 ' Chiroptera, Crocodylia, Didelphimorphia, ha, Rodentia
Chiroptera COde: 5, Crocodyia (~ (de; 5) Eid'd'phlrml‘pl‘la (Uh‘le 5), lagjlmrphaf‘ﬂlﬂe a1
3 | ColemAraneporte de espécimes da Buna shesre in st Rodema{"mde 6). m'phlhla rom 153, P ez ), K mw &)
e 5). §
" nde. de indwiduos por espéciedocdidadaiunidade de consenagdo, 3 serem whladt-s dur;nte umano.
Maienal e metcldos
. Tl TFatpo gaiola tom Fagan por o
5 | Mtodo de capumicolets (Ouros mamiteros) p dllhz de queda “pit GlI" o e
o T, Frmadiha tipe gaida comatagas por Goas [ Box Trapd omaank . oo, Captua
5 | Witado da capuainiea (FEphis) manual, Amadiha de queda‘pit il*

Este d (Autorzagio para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Nommativa r 1542007, Alravés do cddigo
de autenticagdo abaico, qualquer ddad3o poderd verificar a i ou laridade deste d to, por meio da p igina do Skbid/ICMBI0 na
Intesriet (e icmbio. gow brisiEbia)

Cédigo de autenticag do: 53652878 I|IIIIIII e 2




Ministério do Meio Am biente - MM A
Ingtituto Chico M endes de Conservacgao da Biodiversidade -1CMBio
Sietemna de futorizagio e Informagdo em Biodiversidade - 51SBI0

Auterizagio para atividades com finalidade cientifica

Hiamero: 14555-4 l Data da Emissdo: 11092009 15:18
Cados do fitular
Nome: Miguel Trefaut U thano Rodrigues CPF:011 27505831
Titulo do Projeto: Setematica e Evolugdo de Répteis, Anfibios ¢ peg mamiferos nectropicat
Home da Instituigdo - UNIMERSIDADE DE SAD PALLD INSTITUTO DE BIOCIENCIAS CHPJ: 62025 630/0004-57

Destino do material bioldgico coletado

# MNore local desting Tipo Deting

|
2 de o 3 Thiweradade de o 1
2 |UNNMERSIDADE DE PALILD INSTITUTO DE BIDCIENCIAS |

Este d (Autorzagio para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Nommativa r 1542007, Alravés do cddigo
de autenticagdo abaico, qualquer ddad3o poderd verificar a i ou laridade deste d to, por meio da p igina do Skbid/ICMBI0 na
Intesriet (e icmbio. gow brisiEbia)

Cédigo de autenticag do: 53652878 I|IIIIIII
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Ministério do Meio Am biente - MM A
Ingtituto Chico M endes de Conservacgao da Biodiversidade -1CMBio
Sietemna de futorizagio e Informagdo em Biodiversidade - 51SBI0

Auterizagio para atividades com finalidade cientifica

Hiamero: 14555-4 l Data da Emissdo: 11092009 15:18
Cados do fitular
Nome: Miguel Trefaut U thano Rodrigues CPF:011 27505831
Titulo do Projeto: Setematica e Evolugdo de Répteis, Anfibios ¢ peg mamiferos nectropicat
Home da Instituigdo - UNIMERSIDADE DE SAD PALLD INSTITUTO DE BIOCIENCIAS l CHPJ: 62025 630/0004-57

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Mormativa n®154/2007, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato nao
contermplado na autorizagfo ou na licenga permanente devera ser anctada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatdrio de atividades. O transporte do
material hialdg’ca ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizagéo ou da licenga permanente com a devida
anotag 3o, O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado 3 instituicdo cientifica e, depositado,
preferencigimente, em colegdo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO),

T Otde. Tipo de amostra Otde. Data

pécime no nivelt, dmico posshvel.

Este d (Autorzagio para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Nommativa r 1542007, Alravés do cddigo
au laridade deste d to, por meio da p igina do Skbid/ICMBI0 na

de autenticagdo abaico, qualquer ddad3o poderd verificar a
Intesriet (e icmbio. gow brisiEbia)

Cédigo de autenticag do: 53652878 I|IIIIIII Lt
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Minitério do Meio Ambiente - hbihid

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de izagdo & Inbrmagdo em Biodierddade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Humere: 14555-2 | Data da EmissSo: 2408/2000 17.07 Data de Validade: 240372010
Dados do titular
Regiswe no bama: 1616351 | Home: Miguel Tretu Urbano Rodrigues ] CPF: 01127505831
Trulo do Projeto: Sistematica & EvolugSe de Répteis, Anfibios & paq Tiferos pi
HNome d3 hsmiﬁn - UNNMERSIDADE DE S A0 PALULO INSTITUTO DE BIOCIENCAS | CNPJ: 62,025 530/0004-57

Obsewagdes, ressalvas e condicionantes

[ [A#aWbades o campotieickas polpessoa | ati@lon I\ 0ka e 1a19¢ 1@, oM D00 0 & MO0 iackial,q e MEpIgven o o sRcame b0 0¢ Bl iEos HImane €
1 |M3erEk, B porchlD co kT GEA0E, W 30 1@k, ¢ SPECI &2 DI & M e Bk, pecas Q@R JACAN B 1EWE ¢ C1N B pOpL G pRde i & pauam
ODILGE O T Me e B CIIS0E & D6CH KRS qUe S¢ Oesllem 30 & £000, 3 AMsH0 08 3 pe s bra, #3150 11)e 130 3 3D MZAGHD 0o MINEE 1D d¢ C ENCE & Tecio

?ESEGI“ W30 &kIMme o B Bre 3203 2qupe 33 becrriiade de GBI 20 WEMCEE DU FERE &M OVTOE b ETIM VDS Rgak, M S0m o Mkltl‘hélﬁﬂh
|~ [msporsdselpels dea plblta oapriads, onde se@ palttada sathidade .
3

E 3 quen@porm LI agn ]
O & 1O Yora ® 1313 - CrrEse lﬁochES) Em cato o mmmlmmgmm mnm wu banagnum&lnn mer

4 (Li=agap porag;
E. 3
0 O BI Gt 1013 00 3| DIE3G30 € 0F MEMDOF 43 £13 &1 P Gelt B0 opaI pol M EWedos ¢ CoRTIE MEINMErDe 0 capt @ TeCOIa00s FEmpre que possibel,
5 |ao gmpo de neesse, more of day N0 QrIpos ;e &M pregareshico de coktEor cEpMIE qie ¥30 COMP KoM 13 3 LD (Kdade
ae £ d0grpo Eoasmico & htersse em cordio b £0

| [Efe oocamei® 430 dEpENEE 0 CAMPI ) D 03 BJE B30 16 GFpos SODR 30% 203 COMPORENE 00 PETIMS 11 ¢ 14 D00 eXEE 4t b0 BITIDID 430Kl 43
plEEhma cortie vi3le 13 2043 eco M b3 & ek sLa, 08 300011 eom ) D Edkbaal assoctEdo 30 patim G o ge 1£ o, pa @ Tie de pesquisa clkatica,
Dkop B OeLeNpOl M) D BC0DID .

1}

T_E" RO de PesqUEI am Uiﬂaﬂeﬂecmnma_cﬁo ?EUQGLODQSQIEHETWErﬂ!"!ﬂcolﬁl’aimIIE@H&ISH Tii0: 3 8¢ CONFIRMAR A% DATAS
[~ |92 expedbies, 3 o) digier pam & alm, @Eeokbre & Lo dahELsAN O 43 Va0,

s Az amnades con BmpBaRs e DI NAO B3 gem espichs DIk I3 consBIE & s OTCRE @ DEIGECE 1301312 B30 101 M 1) Kpad de

#£pécles ameagadas de exth g0, sobme ip badas o1 ame aadas de sobreiploEgEn,

Outras ressalvas
= #s anradihas de queda de wrao ser usionadas pelo Menos duas vezes 30 dia (MEIULNG € VeSpEing)) & POSSUIT MEGanISMos para minimizar 3
maorte dos animaiz dedo 3 hipe ou hipertermia ebu por abgamento (na &poca chuwoza), com @ colo cagio de umra camada de isopor oy

e?uma @ furos nabase. Também deverdo ser m‘ﬁrad:lsou Eerrnane cer ingtihas gbchadasE durante o5 intenal os de amostragem.
astadades do pesquisa dor estrangeiro ligu: re no ngues estao dizpensadas de autonza@o nisteno de Lienaa e

2 |Tecnplogia por ter vinculo empregaficio com |nshtu|c§o brazileira de pesquisa e ensino superior, bern como as de Agusfin Camacho Guerero,
que & bolsista da CAPES.
Equipe
[ # ] [ ngao CPF [od. Identigads Nacionalldads
| | M3 o Te ke 0@ Juskor EtmidEve ok POEG EdL AWISHATIH/ET DEEEEL-2 F=P-5P [
ILTET Ermaae o PO ady EITTA20208 2017813 ESP-TO [EAME]
alvik s Eshdank de Flc G @dt 165.201 51551 142282571520 £ [FH]
|4 | Marb Jost & Jesiz Slha Co Bbo rador 1035838858 1654704 SSP5P Baslk s
Jogé M3no Be bUG ke RE Esﬂgﬂlh 26062 lsm§3 Erralers SIEF [EHAE]
i JOEE CLEMID 43 SIua Jus br Erfidave & PO G adt o [BT0.7735842 WG 536, 60 SSP-IG-IG [EHED
[T | ReiaE Moet Ethdak o PO G @dy O B65TFD6 BOFUBISSP-EP [EHE]
S | Hekd N?E¥.ﬂ‘!( FiD [EEE N2 H0EE25 BB 65T - L S5P-5F [EANE]
EX EsE%@ AT O0IEDT SEI TS =Pl L)
I!I Rodrgo Margues Lina dos Sai e CoBbo rador 2070355540 2612990471 SEPEP-5P f@slk e
: Agethh Camacho Greme Estaglark I 18251404 BMTOEDELEMIG &P Eztrangela
; Kamey e @ Eshdave ce POEG Eﬂlaﬁ(‘ IB6.TIBEE 40 2940520 SS5P-50 [ 1=f3131-]
é L1k Fob S @ CoBbo rador FITIEST MEEISTT SSP-IG-IG [ 1-=141-]
Este d o (Putorizagio para stividades som fnalidade e nffea) fo expedido combase fa InstrugSo Normativa bams n"15642007. Arads do

ou regulaidade deste d to, por meio da pagina de

I |IIII o

codige de autenticagio abaine, qualquer cidad3e podera werficar a

IbamarSizbio na intemet (wuww ibama gowbrigshio).

Codigo de autenticagdo: 71689333
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Minitério do Meio Ambiente - hbihid
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de izagdo ¢ b S0 em Biodhersdada - SISBIO

Autorizagio para atividades com finalidade cientifica

Humere: 14555-2 | Data da EmissSo: 2408/2000 17.07 Data de Validade: 240372010
Dados do titular
Regiswe no bama: 1616351 |Nome:r\u1iguef‘l'm(am Urbano Rodrigues ICPF:DH}MBSB-SI
Trulo do Projeto: Sistematica & EvolugSe de Répteis, Anfibios & paq Tiferos pi
MNome da hsiluiﬁn - UNNMERSIDADE DE S A0 PALULO INSTITUTO DE BIOCIENCAS | CNPJ: 62,025 530/0004-57
: a3 etz Mackaco Pe karho Co Bborador 1283116849 1SE4SO045 SSP-SR Y
é Renata Ceclia Amaro G hindl o Bbo rador 136732764 ANTINMHSEP-EP Basik i@
; SILVIA RO DRIG UES GEURCAS Co oo rador 195 1342200 18315098 e2p5P Basiklo
,: Tam1 Mot Co o rador 130907 65555 2505050 SSP-GF LRI
é WawEEa KIth Werdade CoBborador 1539035321 22BES2E6-2 SEP-5P [1-E3131-]
; RORALY SHAWEN LIOU Esmaave o Pic G adiagdo | B0622558809 BIBTEISSP-EP [[=R41 3]
ﬁ e ogho Marques de Sz Estaglir I H5226898 =BZ SP Baslkle
3 Mach i LEgna Estagaro 207 E05 F/ITLE2EOSPPER LMY
g JuiEa Guzson Roschn Esmdavk o Pos G @diagio | 3350 161508 TIUNSSSP-EP B@slk e
g DANTE PAVAN Co oo rador WOSE04AEIE Jmeal CRED-SP [=E4170-]
E Felpe Fraico Cuch Eshdane de PO G adiado | 250593355410 249140201 SSP-ER LR
g Renato Recond r Estaglini 221 657 56520 29890 X s1p5P Boslk @
: Podn Mt S3 ks Nives Esmdawk o Poe G adiagdo | B345040295 244ATEATLE RSP LL=E4170=]
? VADo VoM 1303 Yassnda Co Bbo radot 21919810547 FAE2SSR-SP LEHTIEY
g M3l @ Cob cre |erEgEre J|Ise0=Ea20 TIETHLSSPSP [1-1411-]
: Aok Mol e D er@glr X1 6166562 JMESAm2 s1pipEP @zl e
S Robe ria Packe co Damasce i cobhoadoa 94513142543 S 1112 S5 P-84 Baslkla
:: Aaa Canlha Olueim & Qe Canaa| coboadoE g3 Am 65 BAITSE-3 IFP-RJ [[=F4171-]
g Masoo AVE Ib de Sena |estgtrt BSE11 51869 2T AT SE5PGP @zt o

Locais onde a3 atividades de campo serdo executadas

fdunicipio UF_[Desoigao do local Ti

A 10000 &1 B0 Fod de UC
L Todoo es b Foa de T
AL W0 22830 Fo@de UC
AR W00 eIBI0 Fo@ de UL

[ 8A 10300 e£13d0 Fo@E de UC
B4 |Todoo estade & iC
B Todoo esdn qe T
GO W00 & 4BI0 de UC
[£]5] w0 esBI0 de UC

0 [ todoo estado o@ de UC

Este d to (Autoriz agdo para avidad es com finalidade cenfiica) foi expe dido com base na Instrugdo Normativa bama n®1542007. Mranes do

codige de autenticagio abaine, qualquer cidad3e podera werficar a ou regulaidade deste d to, por meio da pagina de

Fagina 16

IbamarSizbio na intemet (wuww ibama gowbrigshio).

Codigo de autenticacio: 71689333 I IlIIII



Ministério do Meio Ambiente - hhda

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Nalurais Renovaveis - IBAMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de ¢ &

S0 em Biodhersdada - SISBIO

Autorizagio para atividades com finalidade cientifica

Humere: 14555-2 | Data da EmissSo: 2408/2000 17.07 Data de Validade: 240372010
Dados do titular
Regiswe no bama: 1616351 |Nome:r\u1iguef‘l'm(am Urbano Rodrigues ICPF:DH}MBSB-SI

Trulo do Projato: Sistematica & Evolugo de Répteis, Anfib

iog & paq Tiferos pi

Nome da Instituicdo - UNKERSIDADE DE S &0 PAULDIN

STITUTO DE BIOCIENCIAS | CHPJ: 63 025 530/0004-57

5 [Wd00 esBdo aE UG
% [woon esbio deliC
T [16d00 e2B30 T
Todoo esbdo F= T
15 18 1odoo estado 0@ de UC
(3 5 Todoo esBd0 Fom de UC
T G |iodoo estado Foa de UG
13 (5] W00 & Ed0 0@ de UC
13 n: W0 &8I0 o@de UC
= WE [Todoe erBdn aE de T
21 [1] doo estado 0 de UC
= e 10000 esBd0 Fo@ de UL
] PR [todos estade aEUC
24 PE W00 &£Bdn de UC
= Ll Todow ed o qe T
F3 L] Todoo eshdo de T
Ed PH Todoo estado aE de UG
= RH Wdo0 esado 0 de UC
= =) Todoo esBd0 Fo@ de UG
E P |fodos eelede Fo@de e
3 RR doo estado Fo@ de UC
2 SC W00 e1Bd0 0@ de UC
x] S Todoo esbde 0@ de UC
3 SE 10doo esbdo 08 de UG
=] SE__ [Wdoo erBdn 0@ de T
* T 0dog estado Fo@ de UC
J T odoo etado Fo@ de UC
Alividades X Taxons
] Fudade Taxons
Foder B, [gomopla, bk plmoplia,© 16, Clirpkrm, Amphba, Chelidse, Brpdda |
| |Caphrade 31 mak shesves b £ Iﬂluslnmﬂoﬂ&:lem nu.;.nfnanugo?wﬁma\am & ¥
Che W2, Bnydidae, Knose N Oae , Podochem i | Testididae, Squamat, AmpibaE,
O e e Chlrgter, C ooodyis, DKepl Mok b, Lagomopia, Rodk 1t
THigera (QTe: 5, CIcoayiiE (210 :5), DI phm o 18 (008 5, Lgom opia (00e: 5,
3 |CobTAmIIpOTE o espicmes 0 GUASUes® b £m Fode) 0@ (O £ 5), AMpl DE ¢ Q0«: 15), Fosociemiatae (ODe: S, Kiogk b K@ (O S),
Emydidae ¢Oide: 5, Chelidae {04k .5, Sqvamats fOde: 15), Teshdhikdae (O 5
* Qe de hdbid s por espé ckAocalidace v idade de oo ise uagHo, 3 se kM ook Bl dr@ite im Ao,
Matenal e metodos
1 [Amosiar biibqias GaTbhs 0U0E, LA MAIMOTD o panss: Carai@oddwpeE, FEgn el & BC 0
2 |Amostr biolbgkas O iios man e o) Avmalmoro on 5 Carcaghhis sope e, Fagme ito de kokodigdo
[3_[Amosta DhDOEas (EpRE) Eciiee . Do+, Re 0F B3 cioon B 100 &£ DM 331, AL M AIMO G o [ak & Caraqaostopek
1| TEDdo e cphiaok @ faTboe Amadilia de qeeds piEralt, Full i L LENEL
Caph @mainal, Amadiia the gaki com alagae pof ixad (8o 1Ep/Tem alank sieman) ,
S |1 bdo de capty@iok B O tiros mam e s AmaEdiE o quedE il
A madia ipo ganGE om anaEo por ECa (801 TiapiToma 1ank/S e man), E G, Capn @
B | R0 T e DK A PE) mallal.Amadgllla de qeds "pitrall

Este d to (Autoniz agio para stividad es com finalid

codige de autenticagio abaine, qualquer cidad3e podera werficar a

IbamarSizbio na intemet (wuww ibama gowbrigshio).

Codigo de autenticacio: 71689333

e cenfifca) fol expedido com base na Instrug3o Normatva bama n®15472007. Mraies do

ou regulaidade deste d to, por meio da pagina de

I I|IIII o
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Ministério do Meio Ambiente - hitdé
Instituto Brasileino do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Sigtena de & It ¢30 em Biodhersdade - SISBIO
Autorizagio para atividades com finalidade cientifica
Ml mero: 145585.2 | Data d= EmissSo: 240242009 17.07 Data de Validsde: 24032010
Dados do titular
Regizwe no bama: 1616351 | Home: Miguel Tretu Urbano Rodrigues l CPF:011275058-31
Thulo do Projato: Sistematica & EvolugSo de Répteis, Anfibios & pag miferos i
MNome da hsimiﬁn - UNNERSIDADE DE S A0 PAULO INSTITUTO DE BIOCIENCAS | CHPJ: 63,025 530/0004-57

Destino do material bioldgico coletado

¥ Ham & [ oeal geling I TIpe Ceitne ]
[1 [Wrvzen o ZookaEda U bers dace o 530 Faio Jcokcdo |
[2_[UNNERSIGH DE DE S50 PAULD IWSTMUTO DE BIOCIERC LS Jookc@o |
Este documento (Autorizagiio para abvidades com finalidade die nfiica) fo expe did base na Instrugio Normativa bama n™154/2007. M= do

codigo de autenticagio abaino, qualquer cidad3o podera verficar a

ou regulaidade deste d to, por meio da pagina do
Ibamarbizbis na intemet (uww ibama gowbrissbia).

Codigo de autenticagio: 71689333 II IIII
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Minitério do Meio Ambiente - hbihid
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de izagdo ¢ b S0 em Biodhersdada - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Humere: 14555-2 | Data da EmissSo: 2408/2000 17.07 Data de Validade: 240372010
Dados do titular
Regiswe no bama: 1616351 |Nome:r\u1iguef'rm(am Urbano Rodrigues lCPF:I]H}?ﬁI]ﬁB-SI
Trulo do Projeto: Sistematica & EvolugSe de Répteis, Anfibios & paq Tiferos pi
HNome d3 hsiluiﬁn - UNNMERSIDADE DE S A0 PALULO INSTITUTO DE BIOCIENCAS | CNPJ: 62,025 530/0004-57

Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biolégico

De acordo com a Instrugdo Mormativa Ibama nP154/2007, a coleta imprevida de material bioldoico ou de substrato nédo
conternplado na autorizacdo ou na licenga pemmanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasiao da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato devera ser acorrpanhado da autoizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotagao. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser degtinado a instituigdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegdo biologica cientifica registrada no Cadagtro Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).

Hivel Taxon™ Otde, Amostra Crde. Data

* ldemiicar o espbcime o nivel dmico mais especifico p ossival.

Este d o (Autorizagio para atividades som falidade G 1oa) foi expe dido Boribase fia InstnigSo Normativa bama 16472007, Araés do
codige de autenticagio abaine, qualquer cidad3e podera werficar a iddade ou regulandade deste d to, por meio da pagina de

IbamarSizbio na intemet (wuww ibama gowbrigshio).

Codigo de autenticagdo: 71689333 II|I|IIII

Fagina 35




