&"’A CAROLINA LAMBERTINI
oY

UNICAMP

VARIACAO FENOTIPICA DE Batrachochytrium dendrobatidis COMO PREDITORA
DE INFECCAO EM ANUROS DA MATA ATLANTICA

CAMPINAS,

2014






UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA

CAROLINA LAMBERTINI

“VARIACAO FENOTIPICA DE Batrachochytrium dendrobatidis
COMO PREDITORA DE INFECCAO EM ANUROS DA MATA

ATLANTICA”
Lo mmhr e e Rl Dissertagdo apresentada a0 Instituto  de
Caro ertini Biologia da UNICAMP para obtengdo do

Titulo de MESTRA em Biologia Animal, na
- irea de Biodiversidade Animal,

e apmvad}/é)é miss&o Julgadora.
A

Orientador: Prof. Dr. Luis Felipe Toledo Ramos Pereira

CAMPINAS
2014

it



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Biologia
Mara Janaina de Oliveira - CRB 8/6972

Lambertini, Carolina, 1987-

L176v Variag4o fenotipica de Batrachochytrium dendrobatidis como preditora de
infecgdo em anuros da Mata Atlantica / Carolina Lambertini. — Campinas, SP :
[s.n.], 2014.

Orientador: Luis Felipe de Toledo Ramos Pereira.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Biologia.

1. Quitridiomicose. 2. Anfibio - Infecgbes. 3. Variagdo fenotipica. 4.
Epidemiologia. 5. Declinio de anfibios. |. Toledo, Luis Felipe. Il. Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. lll. Titulo.

In . Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Local phenotypic variation in amphibian-killing fungus predicts
infection dynamics

Palavras-chave em inglés:

Chytridiomycosis

Amphibians - Infections

Phenotypic variation

Epidemiology

Amphibian declines

Area de concentragdo: Biodiversidade Animal
Titulagao: Mestra em Biologia Animal

Banca examinadora:

Luis Felipe de Toledo Ramos Pereira [Orientador]
Claudia Maris Ferreira Mostério

Elaine Maria Lucas Gonsales

Data de defesa: 12-08-2014

Programa de Pés-Graduagdo: Biologia Animal



Campinas, 12 de Agosto de 2014

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Luis Felipe de Toledo Ramos Pereira (orientador)

ZAssinatura

Prof Dra. Claudia Maria Ferreira Mostério Qé_’}_.owm o :?f ks, ety
Assinatura

Prof. Dra. Elaine Maria Lucas Gonsales {Qo.mﬂ_q\sﬂu
{ Assfna

Prof. Dra. Luciana Bolsoni Lourenco

Assinatura

Prof. Dr. Danilo Ciccone Miguel

Assinatura



Vi



RESUMO

Os anfibios sdo os animais mais ameagados do planeta, tendo como fatores mais
impactantes a perda de habitat e a quitridiomicose. Esta doenca em anuros € causada pelo
fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), que ja foi registrado em todos os continentes e
no Brasil estende-se por toda a Mata Atlantica, e ja foi encontrado no Cerrado e na
Amazonia. Existem diversos fatores que podem influenciar a dinamica de infeccdo na
natureza, e como fatores intrinsecos ao Bd podemos citar a variagdo genotipica,
morfologica, variagdo na viruléncia e taxas de crescimento. Com isso, o presente estudo
teve como objetivos caracterizar genotipica e fenotipicamente cepas de Bd provenientes de
um gradiente de elevacdo na Mata Atlantica, e verificar se existem associagdes entre o
tamanho dos zoodsporos e zoosporangios das cepas isoladas com dados de prevaléncia e
intensidade de infec¢do e taxa de crescimento do Bd. Adicionalmente, foi analisado se as
taxas de infeccdo aumentam conforme o aumento da elevagdo. Para tanto, foram isoladas e
genotipadas cinco cepas de Bd. Foi realizado o diagndstico e quantificagdo da doenga,
assim como a confecgdo de suas curvas de crescimento. Com base nos resultados foram
desenvolvidos dois indices relacionados a variacdo em tamanho e dados de prevaléncia e
intensidade de infeccdo. Todas as cepas isoladas pertencem a linhagem Bd-GPL2. Foi
detectada variacdo fenotipica entre as cepas e associacdes entre tamanho das cepas com
prevaléncia e intensidade de infec¢do, e ndo houve associagdo com as taxas de crescimento.
A prevaléncia e intensidade de infeccdo ndo aumentaram com a altitude. Os indices de
tamanho ¢ infeccdo também foram associados. Com isso, a variagdo fenotipica pode ser
considerada preditora da dindmica de infeccdo do Bd na natureza. Isto podera ser utilizado
como eficiente ferramenta de baixo custo para estudos que busquem reconhecer areas nas
quais o fungo pode ser mais prevalente e apresentar maior intensidade de infeccdo. Estes
fatores podem ser cruciais para determinar populagdes de anfibios ameacadas.

Palavras-chave: Quitridiomicose, morfologia, patogenicidade, epidemiologia, conservagio.
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ABSTRACT

Amphibians are the most threatened animals of the world. Habitat loss and
chytridiomycosis are considered the main causes for their declines. Chytridiomycosis is a
disease caused in anurans by the fungus Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), detected
worldwide. In Brazil it was registered all over the Atlantic rainforest and in some localities
of the Cerrado and Amazonia. Several factors influence this disease dynamics, such as
intrinsic factors related to Bd: different lineages, morphology, virulence, and growth rate.
Given these factors, the present study aimed to genotype and analyze Bd strain’s size from
an elevational range, and verify if these factors were correlated to Bd size, prevalence,
infection load, growth rate, and elevation. We isolated and genotyped five strains, and
quantified growth rates. We developed two indexes related to Bd size, prevalence, and
infection load. The five strains were Bd-GPL2. We found size variation and correlations
between Bd size, prevalence, and infection load, but not with growth rate. Prevalence and
infection load did not increase with elevation. The size and infection indexes were
correlated. The phenotypic variation can be considered as a predictor to disease dynamics
on environment. It can be used in other studies as a tool to efficiently (cheap and fast)
identify areas where the fungus can develop faster and be more deleterious to amphibian
populations.

Keywords: Chytridiomycosis, morphology, pathogenicity, epidemiology, conservation.
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INTRODUCAO GERAL

Segundo dados da Global Amphibian Assessment, mais de 30% das espécies de
anfibios que compdem a biodiversidade mundial estdo classificadas como ameacgadas ou
extintas, com mamiferos e aves ocupando respectivamente o segundo e terceiro lugares em
termos de ameagas (Stuart e al. 2004). Com isso, os anfibios sdo considerados atualmente
como a classe de vertebrados mais ameagada do planeta (Kilpatrick et al. 2009). Diversos
estudos vém sendo realizados no intuito de investigar as reais causas do declinio mundial
de populagdes de anfibios e, dentro dos diversos fatores conhecidos como responsaveis
pelos declinios, a fragmentagdo e perda de habitat até entdo foi considerada como fator de
maior impacto e, juntamente com a exploracdo crescente de diversos ambientes, foi
considerada como ameaca primadria para a fauna mundial (Kriger & Hero 2008).

Podemos citar outros fatores que influenciam o declinio dos anfibios como as
mudancgas climaticas, que podem ser consideradas direta ou indiretamente responsaveis e
podem favorecer a emergéncia de novas doengas (Pounds et al. 2006). Outros fatores
conhecidos sdo: polui¢do ambiental, introducdo de predadores e competidores (Daszak et
al. 1999), contaminacdes quimicas, comercializacdo de espécies, aumento na incidéncia de
radiacdo UV (Semlitsch 2003, McMenamin ef al. 2008, Mann et al. 2009) e a disseminagao
de doengas (Daszak et al. 1999, Daszak et al. 2003, Toledo 2009).

Diversas doencas sdo conhecidas por afetarem anfibios e sdo causadas por uma
diversidade de patdgenos como: virus, bactérias, trematodos e fungos (Carey 1993, Johnson
et al. 1999, Kiesecker et al. 2001). Porém, uma doenca em especifico vem causando grande

impacto em populagdes de anfibios em todo o mundo: a quitridiomicose (Berger et al.



1998, Berger et al. 1999, Daszak et al. 1999). Diante do crescente nimero de estudos
realizados sobre a quitridiomicose e seu impacto nos anfibios, essa doenga e a
fragmentacdo de habitat sdo atualmente considerados como principais responsaveis pelo
declinio mundial das populacdes de anfibios (Becker et al. 2007, Skerrat et al. 2007).

A quitridiomicose é uma doencga infecciosa emergente, que por defini¢do representa
uma doenga que € ou recentemente aumentou em incidéncia, impacto, patogenicidade,
distribuicdo geografica e nimero de hospedeiros (Daszak et al. 2003). Esta doenca ¢
causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Longcore et al. 1999), também
chamado de Bd, que pertence ao filo Chytridiomycota, composto por fungos parasitas e
saprofiticos (Longcore & Simmons, 2001) e foi citada como “a pior doenga infecciosa ja
registrada entre os vertebrados em termos de nuimero de espécies impactadas e sua
propensdo a leva-los a extingdo” (Fisher & Garner 2007). Atualmente o Bd  possui
ocorréncia registrada na maioria dos continentes (Fig. 1), tendo sido detectado em 52 paises

e em 42% das espécies de anfibios até entdo amostradas (Olson et al. 2013).
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Figura 1: Distribuicdo mundial do fungo Batrachochytrium dendrobatidis. Fonte: Olson et
al. (2013).



Existem duas hipoteses que competem pela explicacdo da emergéncia de doencgas
infecciosas na natureza. A hipdtese de patdgeno endémico (Endemic Pathogen Hypothesis)
sugere que um patogeno que ja estava disseminado no ambiente, encontrou novos
hospedeiros ou teve aumento em patogenicidade devido a modificagdes ambientais
(Rachowicz et al. 2005). Em relagdo a quitridiomicose, um estudo propds que o Bd sempre
existiu na natureza, ¢ devido a influéncia de determinados fatores como alteragdes
ambientais, ou mutagdes, tornou-se patogénico e virulento (Skerratt et al. 2007).

A hipoétese de patégeno novo (Novel Pathogen Hypothesis) sugere que o patdgeno,
ou uma cepa virulenta recentemente evoluida do patdgeno, se espalhou em novas regides
geograficas encontrando novos hospedeiros ou espécies altamente susceptiveis a infecg¢ao
(Alford 2001, Rachowicz et al. 2005). Em relagdo ao Bd, acreditava-se que a Africa era
local de origem, ja que ¢ um fungo comum em sapos africanos e o declinio de populagdes é
pouco documentado (Weldon et al. 2004). Levando em conta que, um dos mecanismos nos
quais os patdogenos podem ser introduzidos na natureza ¢ a movimentagdo da vida
selvagem, o transporte nacional e internacional de espécies, o comércio mundial de
espécies africanas como Xenopus laevis ¢ Xenopus tropicalis, dd um maior suporte a essa
hipdtese (Daszak et al. 1999, Weldon et al. 2004).

Ainda dentro desse cenario, o comércio mundial a norte-americana, ra-touro
(Lithobates catesbeianus), também foi considerada como parte da dindmica de
disseminag¢do da doenga, sendo que essa espécie € resistente ao Bd, comercializada por todo
o mundo, e foi introduzida em diversos ambientes (Fisher & Garner 2007). Essa hipdtese
foi corroborada devido ao fato de até entdo ter sido constatada pouca ou nenhuma
variabilidade genética entre as cepas isoladas no mundo todo (Kilpatrick et al. 2009).

Entretanto, foram identificadas novas linhagens de Bd (apenas no Brasil existem no minimo
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trés linhagens diferentes) (Schloegel et al. 2012) demonstrando que realmente existe
variabilidade genética, que a linhagem denominada linhagem pandémica global (Bd-GPL)
possui a maior variabilidade genética antes prevista (Rosenblum et al. 2013) e que o Bd
existe e vem infectando os anfibios ha muito tempo antes do declinio de populagdes ter a
quitridiomicose considerada como uma das principais causas (Rodriguez et al. 2014).

Em determinadas regides o Bd parece ter sido introduzido e se espalhou de um
ponto de origem, e sua disseminagdo segue um padrdo de onda (Wake-like pattern) (Lips et
al. 2006, Lips et al. 2008). No Brasil diversos casos de infec¢do por Bd estdo sendo
documentados (Toledo et al. 2006a, Toledo et al. 2006b, Carnaval et al. 2006, Vieira et al.
2012, Schloegel et al. 2012, Vieira et al. 2013, Ramalho et al. 2013, Lisboa et al. 2013,
Rodriguez et al. 2014), porém o declinio de populagdes até entdo ndo foi associado a
quitridiomicose e, nesse sentido, um estudo recente indica que o Bd esta presente na Mata
Atlantica ha pelo menos um século, tendo o registro mais antigo de Bd até entdo,
suportando a hipotese de que no Brasil o fungo ¢ um patdégeno endémico (Rodriguez et al.
2014).

Em relagdo a sua fisiologia, o Bd pode crescer em uma ampla faixa de temperatura
que varia de 4 a 28°C, com temperatura 6tima de crescimento entre 17 a 23°C, e pH 6timo
entre 6 ¢ 7. Também foi verificado que os zodsporos do Bd sdo capazes de manter sua
atividade por até 24 horas, e podem nadar por uma distancia de no maximo 2 cm
(Piotrowsky et al. 2004). O Bd também pode se apresentar em uma forma encistada, que
pode ser capaz de sobreviver em longo prazo fora de seu hospedeiro, no ambiente (DiRosa
et al. 2007, Mitchell et al. 2008).

O Bd ¢ um fungo aquatico, com dois ciclos de vida distintos: O estdgio livre-

natante, representado pelo zoosporo, ¢ o estagio fixo ao substrato, representado pelo
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zoosporangio. O zoodsporo locomove-se utilizando um flagelo, iniciando assim a
colonizagdo nas células queratinizadas da epiderme dos anfibios (Longcore ef al. 1999,
Rosenblum et al. 2010). Dentro das células epidérmicas do hospedeiro, o zodsporo forma
um talo esférico que “amadurece” e produz novos zoosporos por divisdo assexuada,
renovando assim o ciclo de infec¢do quando os zoosporos sdo liberados na superficie da

pele do hospedeiro (Rosenblum et al. 2010) (Fig. 2).

Figura 2: Colbnia isolada do fungo Batrachochytrium dendrobatidis (A), detalhes do
zoosporangio com rizoides (B), zodsporo livre natante (C) e zoosporangio liberando
zodsporos in vitro (D). Fotos: Luis Felipe Toledo.

O mecanismo de penetragao do Bd na pele dos anfibios foi descrito recentemente,
no qual os zodsporos encistam na pele do hospedeiro e formam um tubo germinativo que
penetra na membrana celular do hospedeiro, assim transferindo seu conteudo no interior das
c€lulas (Greenspan ef al. 2012). Ap0s esse processo, ocorre a maturagdo do zoosporangio e

a formacdo de papilas para liberagdo dos zodsporos (Berger et al. 2005, Greenspan et al.

2012).



Com a liberagdo dos zodsporos, os individuos se reinfectam e infectam outros
individuos, através de mecanismos como: contato com a agua, j& que 0s zZoOSporos sao
aquaticos, contato direto durante o acasalamento, através dos girinos ou através de outros
comportamentos agregativos (Piotrowski et al. 2004).

Em individuos adultos, o Bd é encontrado em maior quantidade na regido inguinal e
nas membranas interdigitais dos membros posteriores, enquanto que nos girinos prevalece
no aparato bucal, afetando os denticulos e bico corneo (Knapp & Morgan 2006). Em
aproximadamente 90% dos casos, a despigmentacdo do aparato bucal de girinos (Fig. 3) ¢
provocada devido a infec¢do por Bd (Knapp & Morgan 2006), porém existem outros fatores
que podem ocasionar esse quadro, como a presenca de poluentes no ambiente ou até a fase

de desenvolvimento do girino (Boyle ef al. 2004, Rachowicz & Vredemburg 2004).

Figura 3. Prancha que representa o aumento na intensidade de infec¢do por Bd em girinos
da espécie Hylodes phyllodes, sendo da esquerda para a direita: infeccdo branda a grave.
Foto: Yuri Messias.

Em um experimento realizado em laboratdrio, individuos foram infectados com Bd
e apresentaram os seguintes sinais clinicos: letargia, inapeténcia, perda de reflexo, eritema
cutdneo, postura anormal e descamacdo irregular da pele (Voyles et al. 2011). Nos
individuos que desenvolvem a doenca, o fungo se prolifera na epiderme causando

hiperqueratose, que ¢ um aumento no numero de camadas de queratina que formam a pele



do anfibio (Pessier et al. 1999), e resulta em um desequilibrio na troca de gases, dgua e
eletrdlitos pela pele. Em um estudo realizado com individuos da espécie Liforia caerulea
que foram infectados com o Bd, foi verificado que através do colapso nos processos de
transporte através da pele, ocorreram redugdes nas concentragdes de sodio e potassio do
plasma sanguineo, causando morte dos individuos que desenvolvem a doenca por parada
cardiaca (Voyles et al. 2009).

A fisiologia ativa da pele dos anfibios explica a letalidade do Bd, pois em outros
vertebrados, infecgdes fungicas ndo sdo letais (Rosenblum et al. 2010). Contudo, além das
alteragdes funcionais da pele, recentemente foi descoberto que o Bd, assim como outros
fungos patogénicos, produz fatores toxicos que inibem potencialmente a resposta imune do
hospedeiro através da inibi¢do da proliferagdo de linfocitos causando apoptose de células
alvo (Fites et al. 2013).

O Bd ¢ registrado em sua grande maioria em anfibios anuros, pois representa a
ordem com maior numero de espécies entre os anfibios (Haddad et al. 2013), porém
recentemente foi registrado em espécies da ordem Gymnophiona (Gower et al. 2013), e foi
descrita uma nova espécie no género Batrachochytrium, que até entdo possuia apenas uma
espécie  descrita, que ataca exclusivamente salamandras:  Batrachochytrium
salamandrivorans (Martel et al. 2013).

Sabe-se que os anfibios sdo os Unicos vertebrados nos quais a infec¢do por Bd é
letal, porém, o Bd ja foi encontrado em aves (Garmyn et al. 2012) e répteis (Kilburn et al.
2011), que funcionam como potenciais vetores da doenca. Também foi detectado em
camardes de dgua doce na Austrdlia (Rowley et al. 2006), e foi descoberto que o Bd infecta

e causa mortalidade em uma espécie de nematddeo: Caenorhabiditis elegans, que pode



servir como modelo para estudos de patogenicidade e viruléncia do Bd (Shapard et al.
2012).

Existem diversos fatores que podem exercer influéncia na dindmica da
quitridiomicose na natureza. Fatores esses extrinsecos ao Bd como: fatores relacionados a
altitude, cobertura das nuvens (Pounds et al. 2006, Kriger & Hero 2008, Griindler et al.
2012), cobertura de dossel (Becker et al. 2012), grau de desmatamento (Becker & Zamudio
2011), sazonalidade (Kriger & Hero 2007, Longo et al. 2010, Kinney et al. 2011), e
aspectos relacionados ao hospedeiro como: diferentes habitats reprodutivos (Bancroft et al.
2011, Griindler et al. 2012), comportamento (Rowley & Alford, 2007), densidade (Han et
al. 2008), e diferencas no sistema imunitario (Ramsey ef al. 2010). Em relagdo ao patdgeno,
fatores intrinsecos ao Bd também sdo reconhecidos: variagdo genotipica, com a detec¢do de
diferentes linhagens na natureza (Farrer ef al. 2011, Schloegel et al. 2012, Rosenblum ef al.
2013, Bataille et al. 2013). Também podemos citar a variagdo em viruléncia (Berger et al.
2005, Fisher et al. 2009), tamanho de zoosporos e zoosporangios (Longcore et al. 1999,
Fisher et al. 2009, Schloegel et al. 2012 Flechas et al. 2013).

Diante dos fatores acima citados, este trabalho teve como objetivos: 1) Verificar se
existe variagdo genotipica em cepas de Bd provenientes de um gradiente de elevagdo; 2)
Verificar se existe variacdo em tamanho dos zodsporos e zoosporangios das mesmas cepas;
3) Verificar se existe correlacdo entre a morfologia do Bd com prevaléncia, intensidade de
infeccdo em taxa de crescimento; e finalmente verificar se a prevaléncia e intensidade de
infec¢do aumentam conforme o aumento da elevagao.

Em relagdo a variagdo genotipica, existem pelo menos seis linhagens descritas na
natureza, sendo o gendtipo mais virulento conhecido como: Linhagem pandémica global

(Bd-GPL) (Farrer et al. 2011, Schloegel et al. 2012), e essa linhagem ¢é de distribuigao
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mundial. Outras linhagens também foram descritas em outras localidades, como Bd-CH e
Bd-CAPE (Farrer et al. 2011), e Bd-KOREA (Bataille et al. 2013). No Brasil foram
encontradas duas outras linhagens, denominadas Bd-Brazil e um hibrido, Bd-Hybrid
(Schloegel et al. 2012, Rosenblum et al. 2013).

Ja em relagdo a variagcdo morfoldgica, foi detectado em cepas de Bd provenientes da
Europa, que o tamanho dos zoosporangios ¢ linearmente correlacionado com a
diferenciagdo genética das cepas, e que existe uma associagdo entre variagdo morfologica e
viruléncia (Fisher et al. 2009, Flechas et al. 2013). Também foi detectado que tamanho dos
zodsporos de diferentes cepas de Bd ¢ associado com o conteido de DNA, sugerindo uma
variagdo na ploidia das diferentes cepas, sendo que essas variam em ploidia linearmente
com o aumento do didmetro dos zodsporos (Schloegel et al. 2012). Porém, o papel da
morfologia da dindmica da doenca ainda nio ¢ conhecido.

Sabe-se que o Bd apresenta uma ampla faixa de temperatura de crescimento
(Piotrowsky et al. 2004), e que ha uma diferenga na mortalidade de individuos infectados
quando expostos a diferentes temperaturas (Andre et al. 2008). Porém, ndo existem estudos
que relacionam diferentes taxas de crescimento com dados de prevaléncia e intensidade de
infec¢do do Bd em determinadas areas, assim como com varia¢des morfoldgicas.

Quanto a elevagao, sabe-se que o declinio mundial de populacdes de anfibios esta
concentrado em regides montanhosas (Kriger & Hero 2008), e alguns estudos verificaram
que a prevaléncia e intensidade da infeccdo sdo maiores em altitudes mais elevadas (Walker
et al. 2010, Kriger et al. 2008, Griindler et al. 2012). Porém, outros estudos encontraram o
oposto (Kriger & Hero 2006, Brem & Lips 2008, Kriger et al. 2008), e apenas um estudo
verificou que a prevaléncia e intensidade de infec¢do aumentam conforme o aumento da

elevacdo (Griindler et al. 2012). Contudo, estudos prévios ndo controlaram fatores como
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diferencas em habitat reprodutivo e sistema imune do hospedeiro, que podem ter influéncia
nos dados de prevaléncia e intensidade de infeccdo (Ramsey et al. 2010, Bancroft et al.
2011, Griindler et al. 2012).

No presente trabalho, controlamos diversas variaveis que poderiam influenciar
nossos resultados, como a utilizagdo de uma unica espécie: Hylodes phyllodes (Fig. 4),
endémica da Mata Atlantica, que possui alta abundancia local, atividade diurna e habito
reofilico (Haddad et al. 2013), distribuindo-se desde o nivel do mar até o topo da Serra do

Mar, a mais de 1000 m de altitude (obs. pessoal).

Figura 4. Espécime macho de Hylodes phyllodes. Foto: Luis Felipe Toledo.

Foram definidos oito pontos de coleta (23.707690 S, 46.038810 W; 23.712550 S,
46.039990 W; 23710120 S, 46049320 W; 23.728280 S, 46.036001 W; 23.746689 S,
46.044939 W; 23.733773 S, 46.035859 W, 23.710692 S, 46.042851 W e 23.722360 S,

46.037147 W) que abrangeram cinco cotas altitudinais de 200 a 700 metros com uma

11



diferenca de 100 metros entre cada uma (Fig. 5), e também foram uniformizadas
caracteristicas como: regido geografica, habitat reprodutivo, estagio de vida, estacdo do

ano, e os pontos de coleta apresentavam cobertura de dossel semelhante.
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Figura 5. Mapa indicando pontos de coleta nas 5 cotas altitudinais definidas na Rodovia
Mogi-Bertioga (SP-098), que abrange os municipios de Biritiba-Mirim e Bertioga, Sao
Paulo. Cada codigo representa uma cepa de Bd que foi isolada.

Até entdo, ndo existem estudos que estabelecam uma relacdo entre os diversos
fatores que influenciam as taxas de infeccdo por Bd acima citados. Espera-se com os

resultados obtidos neste trabalho estabelecer uma relacdo entre variagdo morfoldgica e

dados de prevaléncia e intensidade de infeccdo, e taxa de crescimento do Bd, em cepas
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isoladas de um gradiente de elevacdo na Mata Atlantica. A compreensao dessas relagdes ¢
de extrema importancia para o entendimento dos mecanismos de agdo da quitridiomicose
na natureza, contribuindo assim para a caracterizacdo de areas que podem apresentar maior
risco, € consequentemente para o desenvolvimento de planos de conservacdo para os

anfibios ndo somente do Brasil, mas como de todo o planeta.
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ARTIGO

Local phenotypic variation in amphibian-killing fungus predicts infection dynamics

Abstract

Wildlife populations worldwide are declining due to the emergence of infectious diseases.
Given the predicted increase in wildlife diseases with anthropogenic habitat change, the
development of methods to rapidly determine the potential infection outcome in
populations of conservation concern will enhance our ability to predict species and areas in
critical risk. Here, we tested if phenotypic variation in the amphibian killing fungus,
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), could be a predictor of disease dynamics in natural
populations. We quantified variation in Bd zoospore and zoosporangium sizes and growth
rates in five isolates collected along an altitudinal gradient and correlated those with disease
prevalence and infection loads at the same sites. In contrast to previously published
findings, prevalence and infection load did not increase with elevation in our montane
transect. Instead, we found that zoospore size was associated with prevalence and infection
load, and zoosporangium size was associated with prevalence. Bd growth rates were not
associated with Bd zoospore and zoosporangia size, prevalence and infection load.
Nevertheless, we showed that Bd phenotype predicts disease status in wild populations. An
index was developed that can be used to identify critical environments where the fungus

could be more deleterious to its amphibian hosts.

Keywords: Chytridiomycosis, disease dynamics, morphology, infection indexes.
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Introduction

The amphibian-killing fungus, Batrachochytrium dendrobatidis (hereafter Bd),
causes chytridiomycosis, which is a main factor contributing to amphibian population
declines and extinctions worldwide (Berger ef al. 1998, Stuart et al. 2004, Wake &
Vredenburg 2008). Bd is distributed on almost all continents (Olson et al. 2013), but we are
still unable to accurately predict the likelihood of disease outbreaks in different species or
localities. Distributional models based on climate and topographical information, such as
temperature, precipitation, humidity and elevation (Ron 2005, Rédder ef al. 2008, Rodder
et al. 2009, 2010), have been used to predict the current (Ron 2005, Puschendorf et al.
2009, Murray et al. 2011) and future (Rodder et al. 2009, 2010, Rohr et al. 2011)
distributions of this fungus. These models infer the potential occurrence of Bd at
continental and global scales but only indirectly predict the likelihood of disease outcomes.
For example, models predict that Bd has a higher probability of occurrence at high
elevations, where mean temperatures and cloud cover provide better (or ideal) conditions
for its growth. However, not all high elevation sites appear to respond equally to Bd
infection (Lips 1998, Piotrowsky et al. 2004, La Marca et al. 2005, Pounds et al. 2006,
Kriger & Hero 2008, Griindler ef al. 2012). Therefore complementary fine-scale studies are
necessary to reveal the multitude of factors that have been shown to influence the local
disease dynamics, such as canopy cover (Becker et al. 2012), deforestation (Becker &
Zamudio 2011), seasonality (Kriger & Hero 2007, Longo et al. 2010, Kinney et al. 2011),
host breeding habitat (Bancroft et al. 2011, Griindler et al. 2012), taxonomy (Blaustein et
al. 2005, Bancroft et al. 2011), behavior (Rowley & Alford 2007), density (Han et al.

2008), and individual immunity (Ramsey et al. 2010). Therefore, a clear understanding of
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the local distribution and dynamics of Bd often requires data that are time demanding
and/or expensive to collect.

Most predictive models and direct studies of population dynamics focus on extrinsic
factors affecting Bd, but intrinsic factors (pathogen traits or characteristics) can also explain
the performance of pathogens in natural environments. Bd strains vary in genotype and can
be subdivided into both endemic and pandemic lineages (Farrer ef al. 2011, Schloegel et al.
2012, Rosenblum et al. 2013, Bataille et al. 2013) that differ significantly in chromosomal
copy number and virulence (Rosenblum et al. 2013, Farrer et al. 2013, Longo et al. 2013).
In addition to differences in virulence (Berger et al. 2005, Fisher et al. 2009), other
phenotypes related to transmission may vary. For example, the size of zoospores varies
from 2 to 6 um (Longcore et al. 1999, Fisher et al. 2009, Schloegel et al. 2012) and the size
of zoosporangia varies from 15 to 68 um (Fisher et al. 2009, Farrer et al. 2011, Flechas et
al. 2013) among strains. Some genotypic variation is correlated with phenotypic variation,
suggesting a genetic basis for inter-strain differences. For example, zoosporangia size was
correlated to virulence (Fisher et al. 2009) and zoospore size was correlated to DNA
content (Schloegel et al. 2012) in two independent studies.

Because some aspects of Bd phenotype and pathogenicity have been shown to be
associated with distinct genotypes, we hypothesized that comparable measurements of Bd
phenotypes across amphibian populations may be correlated with various aspects of the
natural disease cycle. For example, genotypes with smaller zoosporangia may be able to
transmit at a faster rate, but they may have an overall lower virulence. Understanding Bd
phenotypes and their relationships with disease epidemiology could be key to studies of Bd
evolution at multiple spatial scales (Farrer et al. 2013) if Bd phenotypes do in fact have

functional consequences for host-pathogen interactions. In addition, Bd phenotype can be
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measured everywhere and relatively easily (e.g., cheaply and rapidly) and in a systematic
way that would capture within and among population variation. To test our hypothesis we
genotyped and quantified the phenotypes of Bd zoospores and zoosporangia isolated across
an altitudinal range in the Brazilian Atlantic forest. Our study standardized host amphibian
species, breeding habitat, latitude, and season of the year, reducing extrinsic factors that
might influence the association between pathogen phenotypes and infection dynamics in
these populations. Specifically, we tested whether Bd morphology can be a predictor of
infection prevalence (proportion of infected hosts) and infection intensity (number of
zoospores in infected individuals) in natural populations, as well as if these infections
parameters increase with the elevation and Bd growth rate. Finally, we provide an index

that can be applied to disease monitoring in other amphibian communities infected by Bd.

Methods

Study Site and Specimens

Hylodes phyllodes specimens were collected along an elevational gradient (from
200 to 700 meters above sea level: a.s.l.) at the Parque Estadual da Serra do Mar, Nucleo
Itutinga-Pildes, in the municipalities of Biritiba-Mirim and Bertioga, State of Sao Paulo,
southeastern Brazil. We performed field collectings between November and January
(summer season), during two years. We sampled eight streams in five elevational bands
(200-300, 301-400, 401-500, 501-600 and 601-700 meters a.s.l.) (Tab 1). All streams had
approximately the same width, water flow, were inside the forest, and had similar canopy
cover. We collected at least 20 adults per elevational band. Each individual was kept

isolated in a plastic bag, to avoid cross-contamination. At least five individuals per
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elevation were deposited at the Museu de Zoologia “prof. Addo José Cardoso” (ZUEC),
Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Sao Paulo, Brazil.
We also collected at least five H. phyllodes tadpoles at each site. All field collections were
approved by permits issued by Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade

(ICMBio: 26972-1) and the Instituto Florestal (COTEC/SMA: 260106 - 011.309/ 2011).

Bd sampling from adult frogs

At the time of capture, we swabbed all adult Hylodes following standard field
sampling protocols for Bd detection (Hyatt et al. 2007). Each swab was placed into a 1.5ml
cryotube and stored at -20°C. For detection and quantification of Bd zoospores, we first
extracted DNA from swabs using PrepMan ULTRA® (Life Technologies), and then
quantified infection intensities for each frog using a TagMan® qPCR Assay (Life
Technologies) (Boyle et al. 2004; with modifications described in Kriger et al. 2006 and

Lambertini et al. 2013).

Bd sampling from tadpoles

We screened tadpoles for possible Bd infection by examining their mouthparts
(Lambertini et al. 2013, Vieira et al. 2013). Mouthparts were dissected and visualized by
light microscopy for detection of Bd zoosporangia (Lambertini ef al. 2013). Each mouthpart
piece containing zoosporangia was purified by dragging in 1% tryptone culture medium,
and transferred to sterile plates containing 1% tryptone culture medium with G-penicillin
(200mg/L) and streptomycin sulfate (350mg/L) antibiotics (Vieira & Toledo 2012). We

grew Bd colonies for one week and then extracted the DNA from each pure culture for

genotyping.
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We genotyped five isolated strains,one from each elevational band. DNA extraction
followed the protocol published by James et al. (2008), and for genotyping we used ten
SNP markers that were diagnostic for Bd-GPL and Bd-Brazil, including markers 8009X2
and R6046 that can differentiate panzootic strains of the Bd-GPL clade into groups 1 or 2
(Schloegel et al. 2012). DNA sequencing was conducted at the University of Michigan
Sequencing Core, with analysis of sequencing chromatograms using the software
Sequencher®.

We performed morphometric analyses to phenotype five Bd cultures collected on
our elevational gradient (Fisher et al. 2009, Flechas et al. 2013). Cultures were inoculated
into 1% tryptone liquid media, and then incubated at 21°C for 7 days. After that, 60
zoospores and 60 zoosporangia of each Bd strain was photographed by optical microscopy
at 1000 X magnification. Both zoospores and zoosporangia were measured using the
TSView® software.

To quantify strain-specific Bd growth rates, we produced growth curves at a
constant temperature (17°C). We standardized the initial zoospore number at 450.000
zoospores for each strain. After that, the strains were inoculated in 25 mL of liquid media
(tryptone 1%), with five replicates for each strain, and incubated at 17°C. Zoospore
densities were quantified by qPCR every three days for a duration of nine days. DNA
extraction and qPCR analyses followed standard protocols (Boyle et al. 2004, Lambertini et

al. 2013).
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Disease Indexes
We developed two formulae to compare strain-specific zoospore and zoosporangia
sizes, prevalence (% of infected individuals), and infection load (number of zoospore DNA

equivalents) for each site where a Bd strain was collected:

XZ+10Xz
2

Size Index: SI =

Where, SI = Size index, Z = Zoosporangia, z = Zoospore, and X = Mean.

X Load)

Prev+( >

Infection Index: Il =

Where, II = Infection Index, Prev = Prevalence, Load = Infection Load, and X = Mean.

The Size index was developed with strains isolated from tadpoles, and the Infection
index was developed using the results obtained from molecular diagnostic from adults. We
multiplied the Xz by 10 and divided the X Load by 2 to standardize the observed values for

both indexes; i.e., so the generated values are not in different orders of magnitude.

Statistical Analyses

We performed analyses of variance (ANOVA) and a Tukey test a posteriori, where
the dependent variables where zoospore size and zoosporangium size and the categorical
variable was the strain, to verify if zoospores and zoosporangia of each strain varied in size.
We performed simple linear regressions to test for meaningful associations among the
following variables: zoospore size and zoosporangia size vs. elevation; zoospore size vs.
zoosporangia size; Bd infection load and Bd prevalence vs. elevation; Bd infection load vs.
Bd prevalence; Bd infection load vs. zoospore size; Bd infection load vs. zoosporangia size;

Bd prevalence vs. zoospore size; Bd prevalence vs. zoosporangia size; zoospore number at
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the last day of the growth rate vs. zoospore size, zoosporangia size, Bd prevalence, Bd

infection load; and finally size index vs. infection index.

Results

We did not detected effects of elevation on Bd prevalence (P=0.61; F(; 3y=0.31; Fig
S1A) and infection load (P=0.73; F(3=0.13; Fig. S1B). The prevalence ranged between
58.33 to 87.5% (Tab. 1), and even not increasing with the elevation, it was higher at the
highest elevation. The mean infection load ranged between 99.29 and 959.17 zoospores
(Tab. 1), and was higher in the 300-400 m elevational range. We also did not find effects of
elevation on zoospore size (P=0.14; F(; 3y=3.89; Fig S2A) and zoosporangium size (P=0.36;
Fa3=1.11; Fig S2B).

The genotypes showed that the five strains belong to the global pandemic lineage
clade Bd-GPL, subpopulation 2 (Bd-GPL-2), a globally dispersed group (Schloegel et al.
2012).

Zoospores ranged between 1.30 and 6.34um in diameter (Tab. 1) and zoospore size
differed significantly among strains (P<0.01; F(; 4) = 6992.62; Fig S2A). Zoosporangium
size ranged between 10.38 and 45.05 um in diameter (Tab. 1) and the size also differed
among strains (P<0.01; F( 4y =4118.49; Fig S2B).

Field estimates of disease dynamics showed a association between zoospore and
zoosporangia size (P = 0.01; F3=21.43; Fig. 1), and a non-significant relationship
between prevalence and infection load (P=0.08; F(; 3y=6.16 ), but with a positive trend (Fig.
S3). Infection load was associated with zoospore size (P = 0.03; F(; 4=12.68; Fig. 2A) and
zoosporangium size (P = 0.01; F(3=23.14; Fig. 2B). Bd prevalence was not associated

with zoospore size (P = 0.08; F(;3y=6.57; Fig. 2C), but was associated with zoosporangium
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size (P = 0.05; F(13=10.08; Fig. 2D). All the analyzed variables with their significance
were grouped in a representative scheme for a better visualization (Fig. 3). For all pairwise
associations among variables represented in graphics see supplemental material (Fig. S4).

The growth rate of the five strains showed different curves (Fig. 4), but we did not
detect associations between the growth rate data with elevation (P = 0.91), zoosporangia
size (P = 0.53), zoospore size (P = 0.66), prevalence (P = 0.33) and infection load (P =
0.29).

As an attempt develop a predictive tool that could be used to identify critical areas
where Bd can be more pathogenic, we produced a linear regression between the Size Index
and Infection Index, and we detected a strong association (P = 0.01; Fig. 5). Therefore, we
are showing for the first time that Bd phenotype can be used as a potential predictor of

disease dynamics in wild amphibian populations.

Discussion

The effects of elevation on Bd prevalence and infection load are still not quite
enlightened. Although some studies found prevalence and infection load rates higher at
high elevations (Walker et al. 2010, Griindler et al. 2012), other studies found the opposite
(Kriger & Hero 2006, Brem & Lips 2008, present study). Kriger & Hero (2008) found
opposing correlations among different areas in Australia. Therefore, this altitude-infection
hypothetical correlation must be carefully studied in future approaches. It is possible that
not controlling for several extrinsic factors, such as different host species, host life stages,
and breeding habitats, may be key to better clarify this aspect of Bd epidemiology.

Although we did not find an association between prevalence and infection load, the

observed trend can be explained by the possible interaction between these two
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measurements. With a higher prevalence, more hosts are shedding zoospores in the
environment, increasing the chances of re-infection or cross-contamination, leading to
higher loads that increase the outbreak chances when prevalence and infection load surpass
critical levels (Vredenburg ef al. 2010, Kinney ef al. 2011).

Morphological adaptations are common in pathogenic microorganisms, which to
ensure their survival, can rapidly evolve changes in morphology such as cell size, shape and
volume (Lambowitz et al. 1986, Hajek & Leger 1994, Ballou et al. 2010), being such
adaptations mechanisms that may facilitate the survival and spread of the pathogen in the
host (Kronstad et al. 2011). For example, a mechanism that occurs in dimorphic pathogenic
fungus as Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatidis and Paracoccidioides
brasiliensis is a temperature-induced phase transition from filamentous to yeast, which is an
intrinsic genetic property linked to pathogenicity and virulence (Leberer et al. 1997,
Maresca & Kobayashi 2000, Klein & Tebbets 2007). To date, no other study had related
morphological variation in the pathogenic fungus Bd with disease outcomes in wild anuran
populations. If phenotypic variation among strains reflects adaptations to local
environments, then it is possible that this variation also predicts disease dynamics.

We showed a high Bd size variation compared to previous studies (Fisher et al.
2009, Schloegel et al. 2012, Flechas et al. 2013). However, opposite to previous studies
(Fisher et al. 2009, Schloegel et al. 2012), our analysis indicate that such variation is not
due to the strain type (as all our strains were Bd-GPL), host species (all H. phyllodes), life
stages (all adults), microhabitat (rivulets inside preserved forests), seasonality (all samples
in the summer), elevation (as we did not find a correlation), and latitude. Therefore, other

driving forces must be shaping Bd phenotypes at our sites.
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Zoosporangia size was associated with Bd prevalence and infection load, but this
may be an indirect relation, since zoosporangia size was also associated with zoospore size.
In turn, zoospore size is correlated with DNA content (Schloegel et al. 2012), so it is
possible that larger genome sizes enhance the infection ability of the fungus, by means of a
more efficient genetic machinery. Furthermore, as the growth rate and elevation were not
associated with zoospore size, the genome size can explain the associations between
zoospore size, prevalence and infection load that we observed. Mitchell e al. (2008) also
reported that a longer lifespan is correlated with virulence. Hence, it is possible that larger
zoospores also live longer than smaller ones, providing an additional explanation for the
higher infectiveness of larger zoospores. Alternatively or complementary, larger
zoosporangia may also cause greater damage in the skin of infected hosts, than smaller
zoosporangia, increasing its virulence (Fisher et al. 2009). Therefore, both zoospore and
zoosporangia sizes are key factors to understand Bd impact on host natural populations.

Finally, we demonstrated a relationship between pathogen morphology and
epidemiological variables in wild populations. We propose two indexes that incorporate
these variables as a novel tool for identifying areas where amphibians may be more
threatened to Bd. With these indexes, it is possible to identify areas with higher prevalence
and infection intensity through simple morphometric analyses. Such mapping could be
readily applied in conservation actions worldwide. Besides that, analyzing Bd intrinsic
factors will provide comparable measurements between sites, as we are measuring the same
data from the same species; not possible when studying extrinsic factors.

Given the factors above, this study gives the possibility to the development of other
studies as to identify critical areas where Bd can have a major potential to be more

pathogenic by using the indexes that we developed; as the phenotypic characterization of
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other strains, which is considered key to Bd macro and micro-evolution studies; and finally
other studies to better understand the relations between infection data and factors related to

altitude.
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Table 1. Data from Batrachochytrium dendrobatidis elevation and respective isolated strains, strain’s mean zoospore and
zoosporangia size with standard deviation represented below minimum - maximum values, prevalence, mean infection load with
standard deviation below minimum - maximum values, and the zoospore number on the last day (day 9) of the growth rate. The host

species were tadpoles of Hylodes phyllodes, and the strain’s lineages classified as Bd-GPL2.

Elevation (m) Strain Prevalence (%)  Infection load Zoospore size Zoosporangia Growth rate (zoospore
(zoospore number) (nm) size (um) number x107)
691.88+1.256.19 4.37+0.91 24.42+8.00 3.9+5
200-300 CLFT 034-00 63.64
1.68-3330.08 2.69-6.34 14.09-45.05 3.2-4.5
959.17+2.072.52 3.56+0.67 16.18+3.01 1.0£3
300-400 CLFT 033-00 80.00
5.58-6633.34 2.01-5.03 10.94-26.52 6-1.3
99.29+£325.28 4.08+0.67 22.29+4.96 11.2+£2.1
400-500 CLFT 031-00 58.97
1.32-1543.71 2.84-5.54 14.73-38.58 9.1-13.3
257.29+996.99 3.87+0.63 21.54+6.06 2.243
500-600 CLFT 030-00 58.33
1.05-581.66 2.90-5.24 10.80-35.76 1.7-2.6
799.75+1.887.82 2.85+0.95 15.06+3.14 4.242.0
600-700 CLFT 032-00 87.50
10.37-6933.59 1.30-4.05 10.38-27.82 2.8-7.2
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Figure legends

Figure 1. Association between mean zoospore and mean zoosporangia size of the five
Batrachochytrium dendrobatidis strains isolated from an elevational range defined in the

Brazilian Atlantic forest.

Figure 2. Associations between morphological and epidemiological variables: mean
zoospore size and mean infection load (A), mean zoosporangia size and mean infection
load (B), mean zoospore size and prevalence (C) and mean zoosporangia size and

prevalence (D).

Figure 3. Representative scheme of all the analyzed variables: Mean zoospore size, mean

zoosporangia size, prevalence, mean infection load, growth rate at the last day (day 9) and

elevation. The black lines represent the significant associations.

Figure 4. Growth curves of the five strains, measured in quadruplicate by the mean number

of released zoospores in a constant temperature.

Figure 5. Association between Size Index and Infection Index, with the equation that were

developed using both indexes.
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Figure S1. Batrachochytrium dendrobatidis prevalence (A) and mean infection load (B) in

relation to the elevational range.
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Figure S2. Zoospore mean size (A) and zoosporangia mean size (B) variation in relation to

the elevational range. The letters represent the differences in size among the strains.
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SINTESE GERAL

Estudos que buscam compreender a dindmica da quitridiomicose na natureza sio
importantes ¢ vem sendo cada vez mais desenvolvidos. Existem diversos estudos que
reconhecem os fatores que influenciam na dindmica da doenga na natureza, porém poucos
buscaram compreender as associagdes entre esses fatores no intuito de melhorar o
entendimento da a¢@o dessa doenca na natureza, e esse foi o objetivo principal do presente
trabalho.

Apresentamos aqui dados inéditos, em relacdo as associagdes existentes entre tais
fatores que exercem influéncia na dinamica de infec¢ao pelo Bd na Mata Atlantica, como a
relacdo entre tamanho dos zodsporos e zoosporangios, assim como as associagdes
encontradas entre o tamanho das cepas, prevaléncia e intensidade de infec¢do. Ambas as
relagdes foram encontradas provavelmente pelo controle de determinadas variaveis como a
utilizacdo da mesma espécie de hospedeiro, na mesma regido geografica e habitat, que
poderiam influenciar nos resultados obtidos, portanto, ressaltamos a importancia de se
controlar determinadas variaveis para que estudos realizados com o intuito de compreender
a relagdo de fatores que influenciam na dinamica da doenga possam ser comparativos €
mais conclusivos.

Ainda nesse sentido, as associagdes encontradas entre as varidveis morfoldgicas e
epidemioldgicas sdo importantes. Com o desenvolvimento dos indices de tamanho e
infeccdo, € possivel realizar a identificacio de areas nas quais o fungo pode ser
potencialmente mais patogénico através de analises morfométricas, ja que € uma alternativa
que exige um numero menor de coleta de individuos e permite a andlise do fungo em si,

sem a necessidade de se analisar diversos fatores extrinsecos ao Bd.
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Existem poucos estudos sobre o fendtipo do Bd, e o presente estudo contribui para o
entendimento dos altos indices de variagdo fenotipica que cepas de Bd apresentam e, além
disso, foi sugerido que o entendimento do fendtipo do Bd e suas relagdes com a
epidemiologia da quitridiomicose pode ser a chave para estudos de evolu¢do do Bd em
micro e macro-escalas.

Também ressaltamos a importincia de uma andlise mais profunda no que diz
respeito aos fatores relacionados a elevacao, que podem influenciar a dindmica da doenca.
Realizamos uma anélise em um gradiente de elevacdo e, pela primeira vez, fatores que
podem interferir nos resultados como diferentes espécies de hospedeiros e diferentes
habitats foram controlados. Mesmo com o controle dessas variaveis, ndo encontramos uma
associacdo entre elevagdo, prevaléncia e intensidade de infeccao.

Alguns estudos defendem a ideia de que fatores relacionados a altitudes mais
elevadas contribuem para um melhor desenvolvimento do fungo, e nessas regides os efeitos
da quitridiomicose sdo mais potentes. Porém em baixas altitudes também foi detectado altas
taxas de prevaléncia e intensidade de infecg¢do, fato que refuta a hipotese de que apenas em
altitudes elevadas os efeitos da doenga sdo mais graves. Portanto, estudos mais especificos
devem ser realizados no intuito de verificar se essas relagdes de fato existem.

Este trabalho abre oportunidades para a realizagdo de outros trabalhos como: 1)
Caracterizagao de areas criticas nas quais o Bd ¢ potencialmente mais patogénico, através
do uso dos indices que desenvolvemos; 2) Caracterizagdo fenotipica de cepas de Bd, ja que
o entendimento da variagao fenotipica ¢ considerado uma chave nos estudos de macro e
micro-evolu¢do do Bd; 3) Estudos mais aprofundados sobre os fatores relacionados a
elevacdo, que podem influenciar a dindmica da quitridiomicose ¢ que ainda nao estdo bem

entendidos.
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Portanto, os resultados obtidos com o presente estudo contribuem para o melhor
entendimento da dindmica de infeccdo pelo Bd na Mata Atlantica, que possui a maior
riqueza de anfibios do mundo, e para o desenvolvimento de planos de conservagdo para os

anfibios nio s6 do Brasil, mas como em todo o mundo.
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2 | Colstafiransporte de amosiras biokbgicas in situ Hytodidae
3 | Coletaftransparte de espécimes da fauna silvestre in situ Hytodidae ("Otde: &)

* (tde. de individucs por espéciefiocalidade/unidade de conservagio, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

[ [Amostras biolagicas (Anfibios) | Outras amostras hiolbgicas(Material genAfAGtico por swab) |
|2_[Método de capturalcoleta (Anfibios] | Captura manual |

Destino do material bioldgico coletado

[#] Home local destino | Tipo Destino |
|1 [ Universidade Estadual de Campinas | colegio |

Esle documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) fol expedido com base na Instruc3o Normativa n®154/2007. Através do codigo

de autenticacdio abaixo, qualquer cldaddo poderd verificar a autenticidade ou regularidade desta documento, por melo da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov be/sishia).

. I [ Pagina 213 |
Céddigo de autenticacdo: 89376448 Hl‘ ‘l ‘"HH“ HHN"
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Autorizagio para atividades com finalidade cientifica

Numero: 26972-1 Data da Emissao: 08/08/2011 16:51

Dados do fitular
Mome: Carolina Lambertini CPF: 360.051.528-40

Titulo do Projeto: Influéncia da altitude na prevaléncia da infeccio em anuros da espécia Hylodes phyllodes (Hylodidae) pelo fungo Batrachachytrium
dendrobatidis

Home da Instituicio : Universidade Estadual de Campinas | CNP.J: 46.068.425/0001-33

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrugdo Mormativa n®154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplade na autorizagio ou na licenga permanente deverd ser anotada 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 biolbgico ou do subsirato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotagdo. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegdo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Bicldgicas (CCBIO).

Taxon" Onde. Tipo de amosira Otda. Data

* ldentificar o espécime no nivel laxendmico possivel.

Este documento (Aulorizacio para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo

de autenticacao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documanto, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov. beisisbio).

. [ Pagina 373 |
Cédigo de autenticacdo: 89376448 Hl‘ ‘l ‘““H"“Hl‘ ||‘

62




SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE

INSTITUTO FLORESTAL
Rua do Homo, 931 — CEP 02377-000 - 5. Paula, SP - Brasll - Fone: (Do 1) 2231-8555 www iflorestal sp oo b

Encaminha o projeto de pesquisa: “Influéncia da altitude na prevaléncia de
infecgdo em anuros da espécie Hylodes phyliodes ( Hylodidae) pelo fungo

Carolina Lambertini, Domingos da Silva Leite e Luis Felipe de Toledo Ramos

PROCESSO SMA N°. : 260106 - 011.309/ 2011
INTERESSADO : Carolina Lambertini
ASSUNTO :

Batrachochytrium dendrobatidis ".
EQUIPE .

Pereira.
VIGENCIA L

Qutubro de 2011 a Novembro de 2013.

Carta COTEC r®. 118/2012 D144/2011 Ma

S&o Paulo, 17 de Julho de 2012.

Senhora
Carolina Lambertini

Av_ José Paulino, 3497, apto 13A
CEP: 13.140-000 - Paulinia-SP.

Tel.: (19) 3521-6273

rolbio2009@gmail.com

Em adendo 4 carta COTEC n° 118/12 de 05/03/12, informamos que o projeto “Influéncia da altitude na prevaléncia
de infeccio em anuros da Hylodes phyllodes ( Hylodidae) pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis”, constante
do processo em referéncia, de autoria de Carolina Lambertini, Domingos da Silva Leite e Luis Felipe de Toledo
Ramos Pereira, foi aprovado para ser executado, no periodo Outubro de 2011 a Novembro de 2013., nas seguintes
Unidades do Instituto Florestal:

Ao responsavel pela
Unidade

Telefones para informago:

(13) 3377-9154

(13) 3361-8250

E-mail: pesm.itutingapiloes@gmail.com

Dias & horario de funcionamento: de
segunda-feira a sexta-feira das Bh as
17h.

b) Visitacaio:
Enderego: Estrada Elias Zarzur, Km 8 s/n® -
Cubatio -SP.

Dias e horéario de funcionamento: de terga-feira
a sexta-feira das 9h s 12h e das 14h as
16h:30.

Aos sabados Sh as12h.

UNIDADE e ENDERECO DA UNIDADE DE
RESPONSAVEL CONSERVAGAQ OBSERVACOES
Parque Estadual da | a) Sede Administrativa: Para minimizar o efeito das coletas destes
Serra do Mar - Enderego: Estrada Elias Zarzur, km 8, individuos sobre as populagdes desta espécie,
Nicleo ltutinga- sin® solicita-se que as coletas no interior desta
Pildes Cubatao-SP Unidade de Conservagio (PESM) sejam

realizadas em diversas localidades e n3o sejam
concentradas em poucos dias de coleta. Ja
existe outro projeto de pesquisa (Carlos Becker)
registrado na COTEC que prevé a coleta da
mesma espécie nas mesmas localidades, por
isso reforgo que minha solicitagio deve ser
obedecida integralmente pelos autores;

Com relago & realizagao do projeto no Parque
Estadual da Serra do Mar — Nicleo Itutinga-Pildes,
manifestamo-nos: de acordo com a execugdo do
projeto;

Com relago aos resultados do projeto, as
informagdes geradas serdo de: média prioridade;
Com relagao ao planejamento da Unidade, o
Parque Estadual da Serra do Mar — Nicleo Itutinga-
Pildes possui: Plano de Manejo,

Com relagdo as atividades previstas pelo projeto:
n&o existe restricao;

Mecessidade de comunicagao prévia da inclusdo,
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INSTITUTO FLORESTAL

Rua do Homo, 931 — CEP 02377-000 - 5. Paula, SP - Brasll - Fone: (Do 1) 2231-8555 www iflorestal sp oo b

PROCESSO SMA N°. : 260106 - 011.309/ 2011
INTERESSADO : Carolina Lambertini
ASSUNTO : Encaminha o projeto de pesquisa: “Influéncia da altitude na prevaléncia de
infecgdo em anuros da espécie Hylodes phyliodes ( Hylodidae) pelo fungo
Batrachochytrium dendrobatidis ".
EQUIPE : Carolina Lambertini, Domingos da Silva Leite e Luis Felipe de Toledo Ramos
Pereira.
VIGENCIA : Outubro de 2011 a Novembro de 2013.
UNIDADE e ENDERECO DA UNIDADE DE
RESPONSAVEL CONSERVACAO OBSERVAGOES
bem como do acompanhamento técnico desta
Unidade de Conservagao;
* Necessario o informe sobre a populagdo da
espécie-alvo e se a mesma n3o sera afetada com a
coleta proposta;
» Relatérios parciais e final encaminhados 4 COTEC,
devem também ser remetidos & administragdo do
Parque Estadual da Serra do Mar — Nilcleo Htutinga-
Pildes, para serem juntados ao acervo da Unidade.
Parque Estadual da | a) Sede Administrativa: + Para minimizar o efeito das coletas destes

Serra do Mar -
Nicleo Picinguaba

Ao responsavel pela
Unidade

Enderego: Rua Dr. Esteves da Silva, n° 510
Centrof Ubatuba-SP.

Telefones para informacao:

(12) 3832-1397

(12) 3832-9011

E-mail:
pesm.picinguaba@fflorestal.sp.gov.br

Dias e horario de funcionamento: de
segunda-feira a sexta-feira das Bh as
17h.

b) Visitacdo:

Enderego: Rodovia BR, n®101, km 08
Bairro de Picinguabal Ubatuba-SP
CEP: 11.680-000 Caixa Postal 157

Dias e horéario de funcionamento: de segunda-
feira a sexta-feira das 9h as 17h.
Trilhas somente com agendamento.

individuos sobre as populagdes desta espécie,
solicita-se que as coletas no interior desta
Unidade de Conservagdo (PESM) sejam
realizadas em diversas localidades e ndo
sejam concentradas em poucos dias de coleta.
Ja existe outro projeto de pesquisa (Carlos
Becker) registrado na COTEC que prevé a
coleta da mesma espécie nas mesmas
localidades, por isso reforo que minha
solicitagio deve ser obedecida integralmente
pelos autores;

Com relacdo 3 realizagdo do projeto no Parque
Estadual da Serra do Mar - Nicleo Picinguaba,
manifestamo-nos: de acordo com a exacugdo do
projeto;

Com relacdo aos resultados do projete, as
informagbes geradas serdo de: média prioridade;
Com relagdo ao planejamento da Unidade, o
Parque Estadual da Sera do Mar - Nicleo
Picinguaba possui: Plano de Manejo;

Com relagio as afividades previstas pelo projeto:
ndo existe restricio;

As seguintes colocagies devem ser observadas
pelos autores, por ocasiio da visita a esla
Unidade:

0 pesquisador devera apresentar o projeto para a
administragdo do Parque mediante entrevista,
primeiramente agendando alojamento e agendar
cada visita a0 Parque antecipadamente pelo
telefone (12) 3832-9011, na secrefaria da Sede
Administrativa ou pelo e-mail
pesquisa.picinguaba@gmail.com;

A unidade possui alojamento destinado ao
programa de pesquisa com capacidade para 08
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PROCESSO SMA N°. : 260106 - 011.309/ 2011

INTERESSADO : Carolina Lambertini

ASSUNTO : Encaminha o projeto de pesquisa: “Influéncia da altitude na prevaléncia de
infecgdo em anuros da espécie Hylodes phyliodes ( Hylodidae) pelo fungo
Batrachochytrium dendrobatidis ".

EQUIPE : Carolina Lambertini, Domingos da Silva Leite e Luis Felipe de Toledo Ramos
Pereira.

VIGENCIA : Outubro de 2011 a Novembro de 2013.

UNIDADE e ENDERECO DA UNIDADE DE
RESPONSAVEL CONSERVACAO OBSERVAGOES

pesquisadores, uma cozinha e um freezer;

(a ser remunerado pelo pesquisador);

periodicos impressos e digital com fotos;
»  N&o usar fotos para fins econdmicos;

para o alojamento;

pesquisadores;

acervo da Unidade.

“0 projeto se enquadra nas normas estabelecidas pela COTEC.

A espécie e 0 nimero de individuos que os autores pretendem coletar dentro da referida UC é:

Hylodes phylodes (seis individuos) em difsrentes localidades e altitudes (até 1000 metros).

A licenga expedida pelo SISBIO-IBAMA concede a coleta de seis individuos da referida espécie

em diversas localidades.

Para minimizar o efeito das coletas destes individuos sobre as populagées desta espécie,
no interior desfa UC (PESM) sejam realizadas em diversas localidades e nio
sejam concentradas em poucos dias de coleta. Ji existe outro projeto de pesquisa (Carlos Becker)
que prevé a coleta da mesma espécie nas mesmas localidades, por isso

solicito que as coletas

registrado na COTEC

reforgo que minha solicitacdo deve ser obedecida integralmente pelos autores.
Enviar & COTEC relatorio parcial & final.

“Ao final do projeto, os autores deverdo encaminhar 8 COTEC uma carta do curador responsavel
por uma colegdo biolégica oficial para o depdsito dos espécimes, comprovando o fombamento dos

individuos com 0s respectivos numeros de registro.”

Por ocasido das visitas nestas Unidades, solicitamos:
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« Na primeira visita a campo o pesquisador devera
obrigatoriamente ir acompanhado de um monitor

e Enviar & coordenadoria do Pamque Estadual da
Serra do Mar — Micleo Picinguaba relatdrios

« No ato da chegada, o pesquisador deverd
procurar o Chefe de Equipe de Plantio ou a
administragdo do Pargue, que ira encaminha-lo

+ Os autores do projeto, durante a realizagio do
trabalho, deverdo utilizar os dados das pesquisas
para elaborar alividades de ensino, sejam na
forma mini—cursos, palestras, apostilas, folhetos,
painéis explicativos, para os diferentes grupos que
atuam no Parque, a exemplo de outros

+ Relatorios parciasis e final encaminhados 2
COTEC devem também ser remefidos &
administragdo do Pargue Estadual da Serra do
Mar — Nacleo Picinguaba, para serem juntados ao




SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE

INSTITUTO FLORESTAL
Rua do Horo, 931 — CEP 02377-000 - 5. Paulo, SP - Brasll - Fone: (food 1) 22318555 www iflorestal sp.gov br

PROCESSO SMA N°. : 260106 - 011.309/ 2011

INTERESSADO : Carolina Lambertini

ASSUNTO : Encaminha o projeto de pesquisa: “Influéncia da altitude na prevaléncia de
infecgdo em anuros da espécie Hylodes phyllodes  Hylodidae) pelo fungo
Batrachochytrium dendrobatidis ".

EQUIPE : Carolina Lambertini, Domingos da Silva Leite e Luis Felipe de Toledo Ramos
Pereira.

VIGENCIA : Outubro de 2011 a Novembro de 2013.

1. Agendar os frabalhos de campo junto & administragio da Unidade, com antecedéncia minima de 15 dias,
fornecendo o nome de todos os membros da equipe visitante;

2. Visitas de pesquisadores, representantes de outras instituighes, convidados, pesquisadores estrangeiros,
alunos, amigos, fotbgrafos, imprensa, etc., ndo relacionados no projeto original como membro da equipe
executora devem ser previamente notificadas e autorizadas pela administragio da Unidade;

3. Pemitir acompanhamento por pessoal da Unidade, quando o responsavel pela Unidade assim estabelecer;

4. Afividades ndo previstas no projeto original estdo vetadas, devendo ser previamente notificadas e submetidas
a andlise e aprovagdo do Instituto Florestal;

5. Portar alicenca do SISBIO/IBAMA. Quando renovada, apresentar copia para ser anexada ao processo;
Somente os autores nomeados na licenga do SISBIO/IBAMA poderdo efetuar coletas;

Questionarios, formularios, entrevistas orais e outras formas de abordagem de pessoal local e do plblico
visitante devem ter o roteiro previamente submetido a ciéncia do responsavel pela administragdo da Unidade;

8. Afividades de coleta de amosiras da biodiversidade estdo condicionadas & apresentacdo de copia da licenga
SISBIO/IBAMA. Quando renovada, apresentar copia para ser anexada ao processo;

9. AsintervencBes a serem executadas na Unidade, como colocagio de placas, pregos, faixas, distribuicdo de
folhetos, etc. devem ser previamenie e formalmente autorizadas pelo responsavel pela administragio da
Unidade;

10. Nao deixar no campo vestigios da passagem no local como residuos, buracos, embalagens, armadilhas,
tambores, efc. Trincheiras e escavacdes devem ser seguidas de processos de recuperacdo, minimizando o
dano local;

11. Havendo necessidade de acompanhamento por mateiros, guarda-parques, consultar a Unidade sobre possivel
disponibilidade, com antecedéncia minima de 15 dias e;

12. Havendo necessidade de deslocamento de equipamentos, realizar por conta propria ou consultar a Unidade
sobre possivel disponibilidade de auxiliares, com antecedéncia minima de 15 dias.

Responsaveis por projetos com previsdo de coletas devem providenciar a autorizacdo SISBIC/IBAMA na pagina

Jhwww.ibama.qov.brisisbio/index.php?id menu=205. Oblida a autorizaglo, encaminhar copia a8 Comissdo
Técnico Cientifica - COTEC para ser anexado no processo respectivo. A partir de janeiro de 2008, toda e qualquer
forma de coleta nas UCs devera ser formalmente licenciada pelo SISBIO/IBAMA.

Conforme estabelece a Portaria do Diretor Geral de 23/01/30, e cientificado 4 V. Senhoria nos Termos de
Compromisso e de Responsabilidade assinados em 16/08/2011, ha necessidade de encaminhar & COTEC, um
relatorio anual, no més de Dezembro de cada ano. Nos relatorios assinalar a drea de estudos em
GPSlcoordenadas geograficas.

Relatorios parciais e final encaminhados 4 COTEC devem também ser remetidos & administrago das Unidades de
Conservagdo, para serem juntados ao acervo da Unidade.
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INSTITUTO FLORESTAL
Rua do Horto, 931 — CEP 02377-000 — S. Paulo, SP - Brasil - Fone: (Oxx11) 2231-8555 www iflorestal sp.gov.br

PROCESSO SMAN°. : 260106 - 011.309/ 2011

INTERESSADO : Carolina Lambertini

ASSUNTO : Encaminha o projeto de pesquisa: “Influéncia da altitude na prevaléncia de
infecgao em anuros da espécie Hylodes phyllodes ( Hylodidae) pelo fungo
Batrachochytrium dendrobatidis *.

EQUIPE : Carolina Lambertini, Domingos da Silva Leite e Luis Felipe de Toledo Ramos
Pereira.
VIGENCIA : Qutubro de 2011 a Novembro de 2013.

Copia da dissertago, tese, artigos, resumos em eventos cientificos e outras formas de publicagfes podem ser
apresentados como relatorio parcial e final. No havendo possibilidade de copias, solicita-se o encaminhamento
da(s) referéncia(s) bibliografica(s), que possibilite(m) o acesso a todas as informagdes geradas no projeto.

A utilizagao para outros fins que ndo seja a pesquisa cientifica, de fotografias, imagens, videos e outras midias
registradas nas Unidades a titulo deste projeto devem ser objetos de termo especifico, conforme a Portaria CINP,
de 09/02/1999, publicada no DOE de 10/02/1999.

Esta aprovagdo ndo implica em suporte financeiro de qualquer natureza por parte do Instituto Florestal. A
participagdo e ou auxilio financeiro por parte do Instituto Florestal, quando houver, devera ser detalhado e
formalizado através de contratos, convénios e outros instrumentos legais pertinentes, cuja copia deve ser juntada
ao presente processo.

Para qualquer informagao ou eventualidade, colocamo-nos a sua inteira disposigao.
Por prestigiar a nossa instituigao, agradecemos.

Atenciosamente,

b do

Israel Luiz de Lima

COTEC - Comissao Técnico Cientifica

Instituto Florestal

Rua do Horto, n® 931

02377-000 - S&o Paulo - SP

Fone: (011) 2231- 8555 — Ramal 2071 Fax: Ramal 2220
cotec@if.sp.gov.br

cotec2@gmail.com
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