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RESUMO

As praticas agricolas podem remodelar o ambiente e afetar a possibilidade de sobrevivéncia dos
organismos aquaticos. Em paisagens modificadas, muitas vezes, as lagoas artificiais usadas para a
piscicultura constituem excelentes oportunidades de habitat para populagdes de anfibios,
contribuindo para a manutenc¢ao da diversidade local. Dados apontam para um papel predominante
do habitat do entorno dessas lagoas e da qualidade da agua para os anfibios, sugerindo que as
caracteristicas do ambiente terrestre e aquaticas atuem como um filtro ambiental sobre esses
animais. Assim, esses sistemas podem ser bons modelos de estudo para se avaliar as relagdes entre
anfibios e alteracdes antropicas de seu habitat. A contaminagdo dessas lagoas também pode
aumentar a pressao de doengas, onde os mecanismos subjacentes a esse padrdo nem sempre sao
conhecidos. Por exemplo, lagoas artificiais que recebem enriquecimento de nutrientes devem
influenciar fortemente na selegdo de bactérias ambientais, que tém o potencial de alterar a
composi¢ao do microbioma de animais aquaticos e sua vulnerabilidade a doengas. No entanto, essas
mudangas no microbioma do hospedeiro associada as doencas dos organismos aquaticos tém
recebido pouca atengao quando relacionada ao enriquecimento de nutrientes de origem animal. Nos
analisamos como as alteragdes ambientais antropicas na paisagem ¢ na qualidade da agua afetam a
composi¢ado, diversidade e a satide de anfibios anuros em lagoas artificiais da regido sul do Brasil.
Amostramos um conjunto de lagoas artificiais com diferentes paisagens e niveis de contaminac¢ao do
ponto de vista da diversidade de anuros bem como nos efeitos da qualidade da 4gua na composi¢ao
do microbioma da pele do hospedeiro e sua relacio com quitridiomicose, ocasionada pelo fungo
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). Nossos resultados indicam que esse sistema de cultivo
integrado de peixes e suinos foi responsavel por surtos de coliformes fecais, perturbando as
comunidades bacterianas da pele dos anfibios, de modo que os hospedeiros recrutaram proporcdes
mais altas de bactérias facilitadoras do Bd e tiveram maior instensidade e prevaléncia da infeccao.
Nossas descobertas destacam também que apensar do risco a quitridiomicose estas lagoas artificiais
podem atuar como importantes sitios reprodutivos para anuros, especialmente em habitats
antropizados com baixa disponibilidade de locais para a reproducdo. Mas a aptiddo em oferecer
oportunidades reprodutivas, e consequentemente, ajudar a manter populacdes de anuros, depende da
configuragdo do habitat em que essas lagoas estdo inseridas. Os parametros fisico-quimicos da dgua

e a configuracdo do habitat de entorno das lagoas sdo os elementos que mais explicaram a variagdo



da diversidade de anuros. Todavia, a caracterizagdo do ambiente do entorno teve papel
predominante sobre as diferencas entre as comunidades. O nivel de exposicao do solo na area de
entorno foi o componente que mais atuou sobre o componente de furnover da diversidade beta.
Expomos aqui que o processo de furnover de espécies seja uma consequéncia da simplificacdo da
paisagem causada pela remocdo da cobertura vegetal original (florestas), culminando na
homogeneizagao biotica. Dentre os parametros da agua, apenas a concentracdo de fosfato se
mostrou relevante para a configuragdo das comunidades. Picos de fosfato podem ser derivados da
contaminagdo por esgoto ou fertilizantes. Ambos os tipos de contaminagdes sao factiveis de ocorrer
na area de estudo, ainda que ela se caracterize pela baixa densidade populacional humana e cuja
atividade econdmica seja baseada em agricultura de pequena escala (familiar). Apesar do enorme
potencial das lagoas artificias na manuten¢ao das comunidades de anuros regional estas podem estar
atuando como armadilhas ecologicas e sua efetividade dependerda da presenca de remanescentes

florestais bem como da qualidade da agua.

Palavras-chave: Anuros. Bd. Microbioma. Qualidade da 4gua. Armadilhas ecolédgicas.



ABSTRACT

Agricultural practices can reshape the environment and affect the survival of aquatic organisms. In
modified landscapes, artificial ponds used for fish farming often provide excellent habitat
opportunities for amphibian populations, contributing to the maintenance of local diversity. Data
point to a predominant role of the habitat around these lakes and of the water quality for
amphibians, suggesting that the characteristics of the terrestrial and aquatic environment act as an
environmental filter on these animals. Thus, these systems can be good study models to assess the
relationships between amphibians and anthropic changes in their habitat. Contamination of these
ponds can also increase disease pressure, where the mechanisms underlying this pattern are not
always known. For example, artificial ponds that receive nutrient enrichment should strongly
influence the selection of environmental bacteria, which have the potential to alter the microbiome
composition of aquatic animals and their vulnerability to disease. However, these changes in the
host microbiome associated with diseases of aquatic organisms have received little attention when
related to the enrichment of nutrients of animal origin. We analyzed how anthropogenic
environmental changes in landscape and water quality affect the composition, diversity and health
of anuran amphibians in artificial ponds in southern Brazil. We sampled a set of artificial ponds with
different landscapes and levels of contamination from the point of view of frog diversity as well as
the effects of water quality on the composition of the host's skin microbiome and its relationship
with chytridiomycosis, caused by the fungus Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). Our results
indicate that this integrated farming system of fish and swine was responsible for outbreaks of fecal
coliforms, disturbing the bacterial communities of the amphibian skin, so that the hosts recruited
higher proportions of Bd-facilitating bacteria and had higher intensity and prevalence of infection.
Our findings also highlight that despite the risk of chytridiomycosis, these artificial lakes can act as
important breeding sites for anurans, especially in anthropic habitats with low availability of
breeding sites. But the ability to offer reproductive opportunities, and consequently, help maintain
anuran populations, depends on the configuration of the habitat in which these ponds are located.
The physical-chemical parameters of the water and the configuration of the habitat around the ponds
are the elements that most explained the variation in frog diversity. However, the characterization of
the surrounding environment played a predominant role in the differences between communities.

The level of soil exposure in the surrounding area was the component that most acted on the



turnover component of beta diversity. We expose here that the species turnover process is a
consequence of the landscape simplification caused by the removal of the original vegetation cover
(forests), culminating in biotic homogenization. Among the water parameters, only the phosphate
concentration proved to be relevant for the configuration of the communities. Phosphate spikes can
be derived from sewage or fertilizer contamination. Both types of contamination are likely to occur
in the study area, even though it is characterized by low human population density and whose
economic activity is based on small-scale (family) agriculture. Despite the enormous potential of
artificial lakes in the maintenance of regional frog communities, these may be acting as ecological
traps and their effectiveness will depend on the presence of forest remnants as well as on the quality

of the water.

Keywords: Anuran. Bd. Microbiome. Water quality. Ecological traps.



APRESENTACAO

Esta tese tem os efeitos das alteracdes ambientais antropicas da paisagem aqudtica e
terrestre, na diversidade e na saude anfibios anuros, como elementos centrais para o marco teorico e
para os objetivos propostos. A tese sera apresentada em capitulos. Além dos capitulos, consta uma
introducdo geral, que evidencia principais hipoteses e objetivos a serem respondidos € uma
contextualizagdo geral da temadtica, que apresenta o marco tedrico da tese. Na sequéncia a tese
finaliza com as consideragdes finais e os anexos. O capitulo I foi formatado de acordo com as
normas da revista o qual foi submetido. O capitulo II e os demais topicos da tese foram formatados
de acordo com as normas da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).

No primeiro capitulo da tese testamos se o descarte de residuos (dejetos) na agua através da
criacdo integrada de suinos e piscicultura altera as comunidades microbianas da pele de anfibios
neotropicais ¢ aumenta o risco de quididiomicose; uma doenca causada pelo fungo patogénico
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). Nossas descobertas indicam que, interrompendo os processos
naturais de organizacao e fungdao dos microbiomas, as descargas de dejetos da criacao integrada de
suinos e piscicultura podem aumentar a pressao da doenga em hospedeiros nativos que dependem de
lagoas artificiais para a persisténcia da populacao. Neste trabalho destacamos os mecanismos
complexos subjacentes a dinamica de estruturacao de microbiomas e doengas da vida selvagem em
ambientes poluidos e lanca nova luz sobre os impactos de uma pratica agricola generalizada na
saude das populacdes da vida selvagem. Os resultados deste capitulo sdo estruturados e ja
publicados conforme as normas da Revista Environmental Science & Technology. A versao on-line

do artigo esta disponivel em: https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.est.0c03219



O segundo capitulo analisamos o efeito da composicao da paisagem, qualidade da dgua ¢ as
mudancas nas composi¢des de anuros (diversidade beta) entre lagoas no sul do Brasil. Também
investigamos qual processo (aninhamento ou furnover) foi responsavel pelas diferencas na
composi¢ao da comunidade de anuros nestas lagoas. Nossas descobertas indicam que a variagdo da
composi¢do de anfibios se mostrou dependente tanto quanto as caracteristicas da agua bem como
quanto das caracteristicas do ambiente do entono das lagoas. Dos parametros do ambiente de
entorno, o nivel de exposi¢do do solo e a urbanizagao teve forte associacdo com a composicao de
espécies de anuros. Porém, essa relacao foi associada apenas para um dos componentes da dgua, a
concertacdo de fosfato. Nossos resultados sugeriram a importancia da heterogeneidade de habitats
terrestres e aquaticos, para a conservagao de populacdes de anuros no sul do Brasil.

Na parte final da tese sdo apresentadas as consideragdes finais, assim como ¢ apresentada
uma conclusao geral. E por fim, constam os anexos onde ¢ apresentada a licenca de autorizacao de
coleta emitida pelo ICMBi10/SISBio, o parecer final do Comité de ética da UNISINOS e agoes de

divulgacao dos resultados encontrados na Tese em eventos cientificos, midia e redes sociais.



INTRODUCAO GERAL

As intervengdes humanas em habitats naturais podem ser facilmente identificadas pelas
alteracdes que elas causam na configuracao da paisagem. Muitas dessas alteragdes tém vinculo com
as atividades econdmicas tais como a industria, a mineracdo, agricultura e a pecuaria e sao
eminentes ameagas a biodiversidade em todo o mundo (CUSHMAN, 2006; FRACETTO et al.,
2013; FREITAS et al., 2019), seja pela crescente demanda de novas areas de cultivo/criagdo, com
consequente aumento da compactacao do solo e escoamento de contaminantes para 0s recursos
hidricos (RUBBO e KIESECKER, 2005; CHEN et al., 2017). Por exemplo, o esterco ¢ as aguas
residuais proveniente da pecudria podem escoar para corpos d'agua e bacias hidrograficas, alterando
os microrganismos aquaticos (VAN ELSAS et al., 2012; TENG et al., 2019) e mediando a
exposi¢ao da vida selvagem a microrganismos patogénicos com consequéncias para a saude e
estabilidade das populagdes de animais (ROHR et al., 2008).

Paisagens com mosaico de diferentes tipos de uso do solo sdo boas oportunidades para a
avaliacdo da relagdo entre alteragdes do habitat e diversidade de anfibios. Os anfibios sdo excelentes
indicadores de qualidade ambiental (KIESECKER et al., 2001) e estdo entre os vertebrados mais
ameagados em fung¢do da sua pele altamente permedvel, do ciclo de vida bifasico, da sua
especificidade quanto aos sitios reprodutivos e a sua sensibilidade a mudangas no habitat (STUART
et al., 2004; CUSHMAN, 2006; IUCN, 2021). Estudos sugeriram que o escoamento de
contaminantes agricolas em habitats aquaticos pode alterar o consorcio de microrganismos
simbidticos (disbiose), o qual desempenha um papel importante na satide do hospedeiro, incluindo
anfibios (KUENEMAN et al., 2014; BLETZ et al., 2016; PRADO-IRWIN et al., 2017). A disbiose
pode aumentar a prevaléncia e a viruléncia de patégenos de anfibios (JOHNSON et al., 2002;

PAULL e JOHNSON, 2011), com destaque ao fungo quitrideo Batrachochytrium dendrobatidis



(Bd) (MANN et al., 2009; REEVES et al., 2017). O Bd ¢ o principal fator de declinio e extingao de
anfibios em todo o mundo (HOF et al., 2011; SCHEELE et al., 2019). Avaliar estas praticas
antropogénicas em uma escala local, ou seja, em areas de poucas centenas de metros quadrados,
torna-se uma importante estratégia de gestdo, pois ¢ possivel mapear em escala fina os niveis locais
do impacto dessas mudancas sobre as populagdes que ali habitam.

No sul do Brasil, existem regides em que esse mosaico ambiental se apresenta de modo
intenso e que oferece excelente oportunidade para esse tipo de avaliagdo em uma escala fina do
efeito do uso do solo sobre a diversidade e a saide de anfibios. Nessa regiao, muitas propriedades
agricolas que apesar de apresentarem diferentes niveis de alteragao da paisagem, ainda mantém
remanescentes de Mata Atlantica. Sao pequenas propriedades rurais (menores que 10 ha), nas quais
as familias desenvolvem agricultura e suinocultura intensiva. Grande parte dessas propriedades
possuem lagoas artificiais usadas para a piscicultura (CORREA ef al., 2011; FERNANDES et al.,
2011; MARTINS et al., 2015). Alguma dessas propriedades integram a suinocultura com a
piscicultura (CORREA et al., 2011; FERNANDES et al., 2011). Esta pratica consiste em alojar os
suinos em agudes artificiais de forma que os dejetos (esterco liquido) escoem diretamente para o
acude (SHARMA e OLAH 1986; SHARMA, 1990; JAVED, 1990). Os dejetos de suinos alteram as
variaveis fisico-quimicas e aumentam a produtividade bioldgica do tanque (TREECE, 2000;
DHAWAN e KAUR 2002), consequentemente aumentando a producdo de peixes. Os peixes
também se alimentam diretamente dos excrementos de suinos, que cont¢tm 70% de alimento
digerivel (EDWARDS, 1985). Essa pratica tem sido reconhecida como um método eficiente de
aproveitamento e destinagdo de residuos (SHARMA e OLAH, 1986).

Além disso, cada propriedade apresenta caracteristicas exclusivas quanto a supressao da

cobertura vegetal, tipo de uso do solo e qualidade da agua (auséncia ou nivel de contaminacao por



dejetos). A presenca de dejetos ¢ um dos principais indices de deterioracao de sistemas hidricos em
diversos habitats naturais sendo importante incorporar esta variavel ambiental nas analises das
ameacas as comunidades de anfibios. Assim, a regido abriga um cendrio extremamente favoravel
para o estudo da relagdo entre ocupagao ou uso do solo, qualidade da dgua em sitos reprodutivos, a
diversidade e a saude de anfibios.

Estruturamos a tese assumindo que a composi¢ao fisico-quimica e a paisagem sao elementos
fundamentais na determinacdo das comunidades de anfibios; e que, além disso, as espécies
apresentam atributos que sao selecionados por fatores terrestres e aquaticos distintos. Dessa forma,
temos o objetivo responder as seguintes perguntas: Qual o impacto da criagdo integrada de peixes e
suinos sobre o microbioma cutaneo e a quitridiomicose em anfibios associados a lagoas artificiais
no sul do Brasil? Finalmente, quais os efeitos em microescala da paisagem e da qualidade da agua

de lagoas artificiais na composi¢ao de comunidadesde anuros (diversidade beta) no sul do Brasil?

Objetivos e hipoteses
Esta tese tem como objetivo geral analisar como as alteragdes ambientais antropicas na
paisagem e na qualidade da agua afetam a composicao, diversidade e a saude de anfibios anuros em

lagoas artificiais da regido sul do Brasil.

A tese teve como hipoteses:

e A pratica de criagdo integrada de piscicultura e suinos leva a altos niveis de contaminantes
ambientais, alterando as comunidades bacterianas da pele dos anfibios e facilitando infec¢des
por Bd em anfibios neotropicais (capitulo I).

e Lagoas submetidas a diferentes condi¢cdes de conservagao ambiental tendem a apresentar

diferengas na composi¢do das comunidades de anuros (diversidade beta). As lagoas com maior
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heterogeneidade dos fatores da paisagem, assim como menor interferéncia antrdpica na agua,
tendem a promover maior diversidade beta. Por outro lado, as lagoas menos conservadas
tendem a apresentar maior homogeneidade ambiental e estrutural, em decorréncia dos impactos
sobre as margens (p.e., floresta, pastagem, solo exposto, urbanizacdo) e no proprio sistema

fluvial (p.e., fosfato) (capitulo II).

A partir das hipoteses, sdo objetivos especificos da tese:

e Caracterizar fisico-quimica e microbiologicamente as lagoas estudadas (coliformes
termotolerantes, fosfato, nitrogénio amoniacal, nitrato, DQO, pH e temperatura) (capitulo I e
1D);

e Avaliar se pratica de criagdo integrada de piscicultura e suinos altera as comunidades
microbianas da pele em anfibios neotropicais (capitulo I);

e Analisar se essa pratica aumenta os parametros de infec¢do por Bd (capitulo I);

e Investigar o efeito da composi¢do da paisagem, qualidade da agua e as mudancas na
composi¢ao das comunidades de anuros (diversidade beta) em lagoas artificiais no sul do

Brasil (capitulo II).
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CONTEXTUALIZANDO A TEMATICA

Os Anfibios Anuros

Os anfibios sdo animais que pertencem a classe Amphibia o qual inclui trés linhagens
distintas: Anura (sapos, ras e pererecas), Urodela (salamandras e tritdes) € Gymnophiona (cecilias e
apodes) (POUGH et al., 2008). Sao um dos grupos de vertebrados mais diversificados do mundo,
sendo que a mais alta diversidade estd localizada na regiao Neotropical (DUELLMAN e TRUEB,
1994; VASCONCELOS et al., 2019). Os anfibios sao importantes em muitos ecossistemas, porque
desempenham papéis-chave na dinamica trofica (ARRIBAS et al., 2015; ROWLAND et al., 2017) e
no ciclo do carbono (BEST e WELSH, 2014; SEMLITSCH et al., 2014).

A América do Sul possui a maior riqueza em espécies de anfibios anuros do mundo
(DUELLMAN e TRUEB, 1994). O Brasil abriga mais de 10% da diversidade mundial, mas tanto o
conhecimento do status taxondmico quanto da distribuigao geografica da maioria das espécies €
ainda bastante fragmentado (SILVANO e SEGALLA, 2005; SEGALLA et al., 2021). Os anuros da
Mata Atlantica sdo especialmente diversos, com mais de 600 espécies registradas, 85% das quais
sao endémicas (ROSSA-FERES et al., 2017). Esse alto nivel de diversidade foi atribuido a
excepcional heterogeneidade de macro e microhabitats, topografia e variagdo climatica em todo este
bioma (BROWN e BROWN, 1992; HADDAD e PRADO, 2005).

Anuros também desempenham muitas fungdes ecossistémicas nos locais onde ocorrem
(ROWLAND et al., 2015). Por exemplo, eles representam grande parte da biomassa dos ambientes
e muito contribuem no ciclo de nutrientes, além de ocupar diferentes niveis ao longo da cadeia
trofica (GIBBONS et al., 2006; SCHALK et al., 2017; RIBEIRO et al., 2017). Além disso, sua
grande diversidade de modos reprodutivos aumenta a resisténcia das comunidades e garante a

resiliéncia em situagdes de disturbio (DAVIC e WELSH, 2004; HADDAD e PRADO, 2005).
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Atualmente, os anuros sdo reconhecidos como um dos grupos de animais mais ameacados de
extin¢gdo em todo o mundo, com mais de 40% das espécies ameacadas ou extintas (STUART et al.,
2004; TUNC, 2020). Diversos fatores exercem influéncia sobre o declinio mundial de anfibios, como
perda de habitar, mudancas climéaticas, poluicdo ambiental por produtos agricolas quimicos,
introducdo de espécies exoticas, incidéncia de radiagdo UV, doengas emergentes entre outros
(DASZAK et al., 1999; COLLINS e STORFER, 2003; POUNDS et al., 2006; McMENAMIN et al.,
2008; MANN et al., 2009; GRANT et al., 2016).

Entender os fatores que influenciam a saude, abundancia e distribuigdes das espécie ¢ uma
preocupagio importante nas pesquisas de carater ambiental (JONES et al., 2017; KARVEMO, et
al., 2018), além disso, podem gerar informagdes valiosas para uma possivel avaliagdo de risco deste

grupo.

Declinio global de anfibios

Enfrentamos atualmente uma evidente crise ambiental em escala global, que pode ser
exemplificada pelas mudangas climaticas e em meio de uma sexta extingao global em massa da
biodiversidade (WAKE e VREDENBURG, 2008; BARNOSKY et al., 2011; CEBALLOS et al.,
2015), com mais de 40% das espécies, os anfibios s@o o grupo de vertebrados mais ameagados
(STUART et al., 2004; IUNC, 2021).

A partir da segunda metade da década de 1980, aparecem na literatura registros de declinios
em populacdes de anfibios em varias partes do mundo (LIPS et al., 2001; SILVANO e SEGALLA,
2005), que durante décadas, permaneceram enigmaticas (ADAMS et al., 2017). A diminuig¢ao dos
anfibios foi atribuida a uma variedade de fatores (COLLINS ¢ STORFER, 2003; BECKER et al.,

2007; GRANT et al., 2016). Existem evidéncias de que varios declinios populacionais sao
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provavelmente resultado de interagdes complexas entre fatores bioticos e abioticos (KIESECKER et
al., 2001; BLAUSTEIN e KIESECKER, 2002). As explicagdes propostas estdo associadas a um
aumento da radiagdo ultravioleta (UV-B) (BLAUSTEIN e KIESECKER, 2002; BLAUSTEIN e
JOHNSON, 2003; BLAUSTEIN e BELDEN, 2003); contaminantes quimicos (pesticidas,
herbicidas, fungicidas, fertilizantes, etc.) (BATTAGLIN e FAIRCHILD, 2002; BLAUSTEIN e
JOHNSON, 2003), patoégenos e parasitas (BLAUSTEIN e KIESECKER, 2002; JOHNSON et al.,
2002), destruicdo e alteragdo do habitat, mudancas nos padrdoes meteoroldgicos (mudancga climatica)
(KIESECKER et al., 2001; BLAUSTEIN et al., 2011) e a introdugcdo de espécies exodticas
(BLAUSTEIN e JOHNSON, 2003).

Em particular, as doengas infecciosas emergentes, como ¢ o caso da quitridiomicose,
destacam-se como uma ameaga significativa a biodiversidade global (ROY et al., 2016; BATES et
al., 2018). Embora os anfibios sejam hospedeiros de uma variedade de patdogenos / parasitas,
incluindo bactérias, virus, fungos e helmintos (WORTHYLAKE et al., 1989; BLAUSTEIN et al.,
1994; CUNNINGHAM et al., 1996; DASZAK et al., 1999; JOHNSON et al., 2002), evidéncias
apontam algumas doengas com efeitos particularmente devastadores sobre as populagdes de anfibios
em todo o mundo. Entres estas causas, destaca-se a quitridiomicose, uma patogenia emergente que
causou declinios de anfibios anuros em seis diferentes regides do planeta (SKERRATT et al., 2007;
LIPS et al., 2016).

A quitridiomicose ¢ causada por duas espécies de fungos pertences ao filo Chytridiomycota
(LONGCORE e PESSIER, 1999; MARTEL et al., 2013). O fungo Batrachochytrium dendrobatidis
[descoberto em 1998] (BERGER et al., 1998) que afeta principalmente os anfibios anuros enquanto

B. salamandrivorans [descoberto em 2013] (MARTEL et al., 2013)] que acomete em especial as
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salamandras. A quitridiomicose também ¢ letal para as cecilias (ordem (Gymnophiona) (GOWER et
al., 2013), mas ndo houve declinios cecilianos associado a esta doenga, embora dados sdo limitados.
A eminente ameaca aos anfibios anuros tem sido atribuida a uma tnica linhagem do fungo
Batrachochytrium dendrobatidis, conhecida como BdGPL (Linha Panzootica Global) (DASZAK, et
al., 2000; FISHER et al., 2009; FARRER et al., 2011; O’HANLON, 2018). Em termos de doencas
infecciosas, o quitridio, ¢ considerado umas das ameacas mais desafiadoras para mitigagao
(GARNER et al., 2016). Esta doenca pode causar declinio da populagdo, extingdo local e contribuir
extingdes de espécies (STUART et al., 2004; OLSON et al., 2013; SCHEELE et al., 2019).

Evidéncias recentes sugerem que a origem do Bd seja uma peninsula coreana, onde uma
linhagem, exibe caracteristicas genéticas de uma populagdo ancestral que disseminou a linhagem
panzootica (O'HANLON et al., 2018).) Estudos datam o surgimento do Bd para inicio do século
XX, coincidindo com a expansdo global do comércio de anfibios (O'HANLON et al., 2018).

Estimativas conservadoras indicam que a doenca tenha contribuido para o declinio de pelo
menos 500 espécies, incluindo 90 extingdes presumidas (SCHEELE et al., 2019, 2020). Isso
representa a maior perda documentada de biodiversidade atribuivel a um patdgeno e coloca B.
dendrobatidis entre as espécies invasoras mais destrutivas (SCHEELE et al., 2019).

A capacidade do Bd causar grandes declinios ¢ atribuivel a sua ampla patogenicidade
(OLSON et al., 2013), alta taxa de transmissdo dentro, fora e entre espécies hospedeiras
(SKERRATT et al., 2007) e persisténcia em reservatorios como espécies hospedeiras e meio
ambiente (VALENZUELA-SANCHEZ et al., 2017).

Recentemente, o sequenciamento do genoma completo permitiu uma caracterizagdo de
genotipos do Bd em todo o mundo, e quatro linhagens foram reconhecidas: BdGPL (linhagem

pandémica global), BAICAPE, BdASIA-1 e BdAASIA-2/BdBRAZIL (O'HANLON et al., 2018). O



19

BdCH descrito anteriormente foi contestado e considerado como grupo com BdASIA-1
(O'HANLON et al., 2018; BYRNE et al., 2019). Recentemente foi descrita a linhagem BdASIA-3
(BYRNE et al., 2019). Este ultimo apoia ainda mais a hipotese de que o Bd se originou no Leste
Asia, de onde ocorre a maior diversidade de Bd (O'HANLON et al., 2018). Hibridos originados da
recombinagdo genética entre linhagens entre BdGPL e BdASIA-2/BdBRAZIL, e entre BAGPL e
BdCAPE também foram descritos (SCHLOEGEL et al., 2012; GREENSPAN et al, 2018;
O'HANLON et al., 2018; BYRNE et al., 2019; GHOSH et al., 2021; AZAT, 2021). Geralmente,
BdGPL e BACAPE, e seus hibridos, tém sido identificados como mais patogénicos em comparagao
com outros gendtipos (GREENSPAN et al., 2018; O'HANLON et al., 2018).

A propagagao desse fungo ¢ atribuivel a dois fatores principais: atividades humanas
(especialmente transporte e criacdo de animais) (WELDON et al., 2004; GARNER et al., 2006;
SCHEELE et al., 2019) e processos naturais (principalmente via animais migratérios, incluindo
anfibios nao portadores do fungo (VREDENBURG et al., 2010; GARMYN et al., 2012;
McMAHON et al., 2013).

A ra-touro, Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802), desempenha um papel importante na
dinamica da quitridiomicose. Estas ras sao hospedeiros altamente tolerantes (HANSELMANN et
al., 2004; ESKEW et al., 2015) o que significa que sdao capazes de resistir a altas cargas de infec¢ao
de Bd sem desenvolver quimitridiomicose. Assim, as ras-touro atuam como reservatorios
(GARNER et al., 2006; DASZAK et al., 2004; HANSELMANN et al., 2004) e vetores do patogeno
(KRIGER et al., 2009; SCHLOEGEL et al., 2012; O'HANLON et al., 2018).

O Bd ndo ocorre uniformemente nos ambientes, j& que anfibios que habitam lénticos e
l6ticos diferem no seu estado de infeccao (KRIGER e HERO 2007; PREUSS et al., 2016). A

linhagem Bd-GPL ¢ potencialmente mais efetiva na disseminacao em ambientes fragmentados e foi
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apontada com uma linhagem hipervirulenta de Bd (FARRER et al., 2011; JENKINSON et al.,
2016). Em escalas espaciais locais, a prevaléncia da infecgdes pode ser afetada por varios fatores,
incluindo a qualidade do habitat (GILLESPIE et al., 2005), densidade populacional do hospedeiro
(ARNEBERG et al., 1988), migragao do hospedeiro (ALTIZER et al., 2011) e interagdes entre as
espécies hospedeiras (DASZAK et al., 2000). Em uma escala regional, o risco de infec¢des pode ser
adicionalmente afetado por fatores como caracteristicas e condi¢des microclimaticas (HORWITZ e
WILCOX, 2005; WILCOX ¢ COLWELL, 2005). Impactos antropicos associados a intensificagao
agricola, urbanizacao e introdu¢do de outras doengas também podem afetar o risco de infec¢do em
diferentes escalas espaciais (MORSE, 2001; CROWL et al., 2008).

Quando Bd chega a uma nova area, ele pode se espalhar em uma frente de onda, geralmente
levando a extingdes locais ou resultando em declinios acentuados e deixando remanescentes cada
vez menores das populacdes de anfibios (RACHOWICZ et al., 2005; LIPS et al., 2008; CHENG et
al., 2011). Devido as mudancas climaticas ou ao surgimento de novas linhagens mais virulentas, o
Bd também pode repentinamente se tornar devastador em locais onde anteriormente ndo havia
levado a surtos de doengas (BOSCH et al., 2007; RODDER et al., 2010; CLARE et al., 2016;
JENKINSON et al., 2016; COHEN et al., 2018). Além disso, esses dois mecanismos que levam a
mortalidade em massa em anfibios ndo sao mutuamente exclusivos ¢ podem atuar em conjunto
(ROHR e RAFFEL, 2010; WALKER et al., 2010; LIPS, 2016; COHEN et al., 2018, 2019).

O Bd tem um ciclo de vida complexo que consiste em um estdgio de zodsporo aquatico
infeccioso de vida livre e um estdgio de zoosporangio ndo movel (LONGCORE e PESSIER, 1999;
BERGER et al., 2005). A quitridiomicose, ¢ uma doenca que afeta as células na epiderme e as
camadas externas queratinizadas, interrompendo o transporte de dgua, oxigénio e sais (ROY et al.,

2016). Os zobdsporos moéveis sao quimicamente atraidos pela queratina de anfibios hospedeiros,
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como aparelho bucal de girinos ou camadas epidérmicas queratinizadas da pele de anfibios adultos
(BERGER et al., 1998, 2005; GREENSPAN et al., 2012). Em girinos, a infeccao por Bd geralmente
causa apenas sintomas leves, incluindo letargia e baixo desempenho na natagdo, resultando em uma
massa corporal um pouco mais baixa, mas a mortalidade larval devido a quitridiomicose ¢ rara
(BLAUSTEIN et al., 2005; GARNER et al., 2009; HANLON et al., 2015).

Em metamorfos e adultos a infec¢ao pode levar a hiperqueratose e hiperplasia da camada
dérmica, erosdes e ulceragdes da pele e interrup¢do do ciclo celular epidérmico (BERGER et al.,
1998; NICHOLS et al., 2001; BERGER et al., 2005; VOYLES et al., 2009; GREENSPAN et al.,
2012). A incapacidade de regular ions através da pele podem levar a parada cardiaca (VOYLES et
al., 2007) e lesdao no figado (SALLA et al., 2020). Os sinais clinicos de quitridiomicose incluem
letargia, falta de apetite, postura anormal, perda do reflexo de endireitamento, eritema cutaneo e
aumento da descamagdo da pele (VOYLES et al., 2009). No entanto, nem todos os animais
infectados sdo sintomaticos quando infectados (VOYLES et al., 2009; CAMPBELL et al., 2012;
WHITFIELD et al., 2013). Uma vez dentro do hospedeiro, os zoosporangios amadurecem e
desenvolvem zodsporos patogénicos que sao liberados fora do hospedeiro para o ambiente aquatico
ou outro tipo de substrato disponivel onde reiniciam seu ciclo (JAMES e VILGALYS, 2006)

(Figura 1).
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Figura 1. Esquema do ciclo de vida de Batrachochytrium dendrobatidis (adaptado de ROSENBLUM et al., 2010).

Fotos: Jackson Preuss, 2021.

Existem varios mecanismos de defesa contra agentes infecciosos em anfibios (HETTYEY et
al., 2019). Individuos de muitas espécies excretam peptideos antimicrobianos em sua pele e estes
demonstraram deprimir as cargas de infeccdo por Bd in vitro (WOODHAMS et al., 2007b;
ROLLINS-SMITH, 2009). No entanto, algumas espécies que possuem peptideos antimicrobianos
sao altamente suscetiveis a infecgao (por exemplo, ROLLINS-SMITH et al., 2006, 2009). O sistema
imunolédgico adaptativo dos anfibios também pode contribuir para a supressdo da quitridiomicose,
mas os resultados também sao variados nesse aspecto (ROLLINS-SMITH et al., 2009; RAMSEY et
al., 2010; STICE e BRIGGS, 2010; CASHINS et al., 2013; McMAHON et al., 2014). Os
individuos podem adotar padrdes comportamentais que impedem a infec¢do ou diminuem a carga de

patdgenos (SHERMAN et al., 1991; LEFCORT e BLAUSTEIN, 1995; SHERMAN, 2008; RAKUS
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et al., 2017). Por fim, algumas bactérias simbidticas que habitam a pele de anfibios produzem
metabolitos antifungicos que podem dificultar a colonizagdo por Bd e reduzir seu crescimento
(HARRIS et al., 2006, 2009a, b; LAM et al., 2010, 2011). Entretanto, os organismos simbiontes nao
sao onipresentes (LAM et al., 2010), seu desempenho depende do ambiente (DASKIN et al., 2014)
e ndo protegem contra todas as linhagens de Bd (ANTWIS et al., 2015).

Um fungo patogénico semelhante e que também causa quitridiomicose em outro grupo de
anfibios, Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal), ¢ um patogeno recém-descoberto que infecta
principalmente salamandras (MARTEL et al., 2013). O declinio dréstico das salamandras de fogo,
Salamandra salamandra, L., na Holanda, Alemanha e Bélgica, tem sido associada a Bsal
(SPITZEN-VAN DER SLUIIS et al., 2014; SABINO-PINTO, et al., 2015; SPITZEN-VAN DER
SLUIS et al., 2016).

Além disso, doengas virais associadas ao género Ranavirus (Rv) também tém sido
implicados em declinios e mortalidades em massa de anfibios (GREEN et al., 2002; CHINCHAR et
al.,2009; KIK et al., 2011; TEACHER et al., 2010). Os anfibios sdao infectados com Rv por contato
fisico, exposicao cutdnea a agua contaminada ou ingestdo direta do virus (BRUNNER et al., 2007).
A infec¢do pode ocorrer em apenas um segundo de contato direto com um individuo infectado da
mesma espécie (BRUNNER et al., 2007) ou 3 h de contato com agua contaminada (ROBERT et al.,
2011). As infecgdes por Rv podem causar apoptose celular e necrose tecidual em poucas horas
(CHINCHAR, 2002; WILLIANS et al., 2005). Os indicadores comuns da infec¢do por Rv incluem
natacdo irregular, letargia, eritema, descamacdo da pele, perda de pigmentacdo, lordose (curvatura
interna excessiva da coluna vertebral) e ulceragdes (TWEEDELL et al., 1968; BOLLINGER, et al.,
1999). Lesdes e hemorragias associadas a casos fatais de Rv ocorrem em 0Orgdos internos,

particularmente figado, rim, intestino, baco e 6rgaos reprodutivos (CUNNINGHAM et al., 1996;
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DOCHERTY et al., 2003; MILLER et al., 2010). Segundo Teacher et al. (2010), as populagdes
podem responder de maneira diferente ao virus e a gravidade podem ser transitorias, catastroficas ou

persistentes com eventos recorrentes de mortalidade.

A influéncia do ambiente na diversidade de anfibios

A heterogeneidade ambiental ¢ um dos principais fatores que contribuem para uma maior
riqueza de espécies em um determinado ambiente, em uma variedade de organismos (TEWS et al.,
2004, TOWNSEND et al., 2009), incluindo anuros (KELLER et al., 2009; VASCONCELOS et al.,
2009).

A maior riqueza local pode ser alcangada por meio da especializacdo de espécies, o que
impulsiona a ocupagdo de microhabitats especificos de uma determinada area (SANTOS et al.,
2007; VASCONCELOS et al., 2009; SILVA et al., 2012; SANTOS e CONTE, 2014), promovendo
alta funcionalidade e diversidade filogenética (CAMPOS et al., 2017). O avango da urbanizagao e
das fronteiras agricolas tem efeitos adversos na ocorréncia de espécies devido a perda de habitat,
fragmentacao e degradagdo, o que resulta em uma drastica diminui¢do na disponibilidade de
microhabitats (KNUTSON ef al, 1999; CUSHMAN, 2006; CRUZ-ELIZALDE et al,
2016; LOURENCO-DE-MORAES et al., 2018; FIGUEIREDO et al., 2019).

A fragmentacdo de habitat ¢ um processo que ocorre na escala da paisagem, envolvendo
tanto a perda, como a mudanga na configuragdo do habitat (FRANKLIN ez al., 2002; FAHRIG,
2003). A perda de habitat ¢ compreendida como a diminuicdo da area total de habitat, sem
necessariamente sua subdivisdo; por outro lado, a fragmentacdo envolve sempre uma mudanga na
configuragdo da paisagem, incluindo a subdivisao de uma area em manchas menores e isoladas,

podendo ocorrer ou nao a perda de habitat (FRANKLIN et al., 2002).
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Anfibios sdo os vertebrados tetrapodes mais sensiveis a mudanga do habitat, pois possuem
restrita forma de locomog¢ao em relacao a grandes distancias, habitat especificos e alta dependéncia
de microhabitat para reproducio (HADDAD e PRADO, 2005). Varios estudos tem mostrado que
existe uma relagdo entre a riqueza de espécies de anuros e a heterogeneidade ambiental (PARRIS,
2004; VASCONCELOS et al., 2009, KELLER et al., 2009; SILVA et al., 2011, 2012; SANTOS e
CONTE, 2014; FIGUEIREDO et al., 2019), e as respostas a essa associagdao estdo relacionadas a
escala espacial. A heterogeneidade espacial na oferta de recursos e as condigdes abidticas
influenciam fortemente o desempenho individual na maioria das espécies (HUTCHINGS et al,
2000, 2003). No entanto, ainda ndo esta claro como a heterogeneidade pode ser quantificada
(DUTILLEUL e LEGENDRE 1993; SPARROW 1999; WIENS 2000; TURNER et al., 2001).
Segundo Kolasa e Rollo (1991) e Li e Reynold (1995), podem ser definidos dois tipos de
heterogeneidade ambiental, estrutural e funcional. A heterogeneidade estrutural ¢ a complexidade ou
variabilidade de uma propriedade do sistema, medida sem referéncia a qualquer efeito ecoldgico. A
heterogeneidade funcional ¢ a complexidade ou variabilidade de uma propriedade do sistema que
afeta os processos ecologicos (LI ¢ REYNOLD 1995). Apesar dessa distingdo, a heterogeneidade
ambiental tem sido dividida dessa maneira na pratica.

Em uma escala local, a ocorréncia de espécies em corpos d'dgua ¢ determinada, por exemplo,
pela urbanizagdo (GAGNE e FAHRIG 2007; FIGUEIREDO et al., 2019); pela permanéncia da
agua (VASCONCELOS et al., 2009), pelo pH e temperatura (INGER ¢ COLWELL, 1977;
KELLER et al., 2009; FICETOLA e MAIORANO, 2016), pela profundidade da agua (BURNE e
GRIFFIN 2005; GONCALVES et al., 2015), pelo tipo de vegetacao dentro e ao redor do corpo
d'agua (KELLER et al., 2009; GONCALVES et al., 2015). Na escala regional, os fatores que

impulsionam a ocorréncia de espécies sao, por exemplo, distancia a fragmentos florestais (SILVA et
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al., 2011; GONCALVES et al., 2015) e a distancia geografica entre corpos d'agua (BURNE e

GRIFFIN, 2005; SANTOS e CONTE, 2016).

A contaminacido ambiental, uma ameaca a sobrevivencia dos anfibios

Os anfibios s3ao componentes valiosos da biodiversidade que diminuiram
significativamente em muitas regidoes do mundo (COLLINS e STORFER, 2003; GRANT et al.,
2020). Razdes extrinsecas que contribuiram para esses declinios incluem vérios fatores bioticos e
abidticos que agem sinergicamente. O impacto negativo das atividades antropogénicas na
biodiversidade esta se tornando cada vez mais visivel e os anfibios sdo atualmente o grupo de
vertebrados mais ameagados globalmente (HOFFMANN et al., 2010; EGEA-SERRANO et al.,
2012). Quase um ter¢o das espécies conhecidas de anfibios ¢ considerado ameagado de extingao e
uma diminuic¢do da variabilidade genética pode leva-las a beira da extingdo (FASOLA et al., 2015).

Segundo Adams (2017), ha importancia dos fatores antropicos estressantes para a
ocorréncia de possiveis extingdes. “Estressores” antropogénicos sdo fatores ambientais que causam
estresse (SCHULTE, 2014), como destruicdo e fragmentacao de habitats, introducdo deespécies
invasoras € exposicao a contamiminates e poluicdo, podem influenciar negativamente individuos,
populagdes e comunidades (JONES et al., 2017).

Em suma, a presenca de contaminantes ¢ generalizada (KOLPIN et al., 2002; GILLIOM et
al., 2007) e devera aumentar em um futuro proximo (TILMAN et al., 2001; GALLOWAY et al.,
2003). Além disso, a presengca ambiental de contaminantes ¢ cada vez mais introduzida por
aplicacao direta, escoamento da colheita e aplicagdes florestais ou minas, esgoto urbano e industrial,
e deposi¢ao atmosférica (VITOUSEK et al., 1997; LINDER e GRILLITSCH, 2000; SPARLING,

2000, SCHIESARI et al., 2007).
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Dados apontam que os contaminantes contribuiram para o declinio de anfibios, e acredita-
se que os produtos quimicos usados sejam especialmente problematicos em varios contextos para
esses organismos (HAYES et al., 2006; McCOY et al., 2008). O que nos falta ¢ uma avaliacao geral
de como os diferentes tipos de contaminantes afetam anfibios. De modo geral, os anfibios sao
considerados um grupo sensivel a contaminantes ambientais devido ao seu estilo de vida bifasico,
compreendendo fases aquaticas e terrestres e, portanto, multiplas rotas de exposicao (HAYES et al.,
2006), e a permeabilidade de sua pele, o que permite a difusdo de contaminantes (QUARANTA et
al., 2009). A aplicacao direta e o escoamento superficial podem ser causas de estresse em momentos
criticos da vida dos anfibios, como a metamorfose (BERVEN, 1990; SEMLITSCH et al., 1996,
2000).

Efeitos letais e subletais associados a contaminantes ja foram documentados para anfibios
(COWMAN e MAZANTI, 2000; LINDER e GRILLITSCH 2000; SPARLING, 2000; CAMARGO
et al., 2005; RELYEA ¢ HOVERMAN, 2006; KERBY et al., 2010), incluindo diminui¢ao
crescimento e desenvolvimento e aumento da frequéncia de anormalidades no desenvolvimento,
suscetibilidade a doengas e alteragdes comportamentais (por exemplo, (BISHOP et al., 1999;
BRIDGES, 1999; ORTIZ et al., 2004; RELYEA, 2005; GRIFFIS-KYLE, 2007; KARRAKER et al.,
2008; SNODGRASS et al., 2008; RELYEA, 2009; HAMER e PARRIS, 2011).

Declinios e anormalidades de anfibios ja foram atribuidos principalmente a contaminantes
agricolas (HOPKINS et al., 2006; BRUHL et al., 2013), muitas vezes associadas a um impacto que
afeta negativamente a qualidade da 4gua em locais de reproducdo (REEVES et al., 2017) ou
incluindo efeitos indiretos através de sinergias com patogenos (REEVES et al., 2017, MCCOY e

PERALTA, 2018).
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Apesar disso, muitas espécies de anuros, sdo capazes de sobreviver e persistir em habitats
modificados, onde as areas umidas naturais sdo escassas, as lagoas agricolas construidas podem
fornecer importantes habitats de reproducao se manejadas adequadamente (KNUTSON et al., 2004;
SMALLING et al., 2015). Devido a alta sensibilidade e ocuparem ambientes em risco, os anfibios,
sao historicamente utilizados como animais de teste e bioindicadores na avaliagao dos efeitos de
contaminantes nos ecossistemas aquaticos e agricolas (LINDER e GRILLITSCH, 2000;
CAMARGO e ALONSO, 2006; MARQUIS et al., 2009).

Estudos de laboratério tenham examinado os efeitos de um, ou um conjunto de produtos
quimicos (CHRISTIN et al., 2004; BUCK et al., 2012), apolui¢do por produtos de origem agricola
tem efeitos indiretos em anfibios através de sinergias com patdégenos (REEVES et al., 2017). A
exposi¢ao a pesticidas pode ter efeitos positivos ou negativos na transmissao de doengas,
infectividade e suscetibilidade do hospedeiro (CLEMENTS e ROHR, 2009; BLAUSTEIN et al.,
2011). Por exemplo, certos fungicidas podem reduzir o numero de zodsporos de Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd), a causa da quitridiomicose, na pele de anuros (BERGER et al., 2010; HANLON
et al., 2012), enquanto alguns herbicidas e inseticidas, notavelmente atrazina e¢ DDT
(diclorodifeniltricloroetano), podem causar imunossupressao em anfibios ¢ podem aumentar a
suscetibilidade a quitridiomicose (ALBERT et al., 2007, BRODKIN et al., 2007; MANN et al.,
2009). Por isso, analisar padroes de como estressores interagem com contaminantes ¢ de grande

relevancia ao considerar os efeitos da polui¢ao nas populagdes de anfibios (HAYES et al., 2010).

A contaminac¢io ambiental de origem agricola
As influéncias da agricultura na biodiversidade sdo complexas (PITA et al., 2009, SALEK et

al., 2009; GASTON et al., 2016). Os sistemas agricolas podem suportar médios a altos niveis de
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biodiversidade (BAUDRON e GILLER 2014; SCHEELE et al., 2014). As paisagens agricolas sdo
habitats essenciais para a manutencdo da vida selvagem devido a perda de habitat natural,
fragmentacao e degradagao da qualidade do habitat causada pela atividade humana (BENTON et al.
2003; FRATERRIGO et al., 2009; FAHRIG et al., 2011; LI et al., 2020).

Muitos anfibios existem nesses ambientes e algumas espécies sdo capazes de usa-los para
forrageamento, reproducao e hibernacao (DONALD, 2004). No entanto, o aumento da demanda por
alimentos transformou sistemas tradicionais de producdo de baixa intensidade em ambientes
homogeneizados de alto rendimento (FOLEY et al., 2011; HERRERO ¢ THORNTON, 2013). A
intensidade das atividades agricolas ¢ frequentemente associada a perda do habitat natural,
principalmente pela ocorréncia de grandes fazendas com campos cultivados, e altos niveis de
mecanizacao e principalmente a grande quantidade de contaminantes (KOUMARIS e FAHRIG,
2016), sendo consederada uma ameaga importante para a diversidade de anfibios (CUSHMAN,
20006).

A natureza dos contaminantes € a maneira como eles se comportam no ambiente sao de
grande importancia. A polui¢ao agricola ¢ definida como o fenomeno de danos, contaminacao e
degradacao do meio ambiente e do ecossistema e riscos a saude devido aos subprodutos das praticas
agricolas (TABASSUM-ABBASI, 2014).

A poluicao do ar causada pela agricultura tem um impacto adverso na biodiversidade. Estes
contaminantes aéreos podem ser produtos quimicos resultados principalmente de um processo de
combustdo das maquinas agricolas (WERTHER et al., 2000). Estes contaminantes, também sao
provenientes do processo de queima de residuos oriundos de praticas agricolas, como a limpeza de

terras, pragas e pela obtencdo de nutrientes do solo. Isso libera carbono, didxido de carbono,



30

monoxido de carbono e dioxido de enxofre, que ndo apenas afetam a atmosfera, mas também todo o
ecossistema associado (JENKINS et al., 1996; VENKATARAMAN et al., 2006).

Em particular, o solo pode ser contaminado por um grande niumero de poluentes (AELION,
2004). A poluigao do solo ¢ ocasionada por compostos e materiais toxicos, produtos quimicos
xenobiodticos, minerais ou outros sais, substancias radioativas ou agentes responsaveis por causar
diferentes problemas edaficos (ATAFAR et al, 2010). Pesticidas como DDT
(diclorodifeniltricloroetano), clorados hidrocarbonetos e organofosfatos sdo absorvidos pelas
particulas do solo onde se acumulam e causam contaminagao das raizes dos cultivares (SAYLES et
al., 1997, WANG et al., 2008).

Certamente o mais impactado sdo os recursos hidricos, os dejetos formados por esterco e
aguas residuais proveniente da pecudria podem escoar para corpos d'agua e bacias hidrograficas,
alterando os microrganismos e as condicdes fisico-quimicas da dgua (TENG et al., 2019). De acordo
com os relatorios recentes da Agéncia de Prote¢do Ambiental (EPA, 2009), a agricultura ¢ uma
importante perturbagdo de rios e corregos, mais precisamente a terceira maior fonte de poluicdo de
lagos, lagoas e reservatorios. Segundo os dados publicados pelo Relatério Nacional de Resumo de
Aguas Avaliadas em 2010, aproximadamente 53% dos rios e corregos globais foram declarados
improprios para o uso (RABOTYAGOV et al., 2012).

Os principais contaminantes agricolas presentes nos corpos d'agua abrangem as substancias
inorganicas (herbicidas, inseticidas e fungicidas) e organicas, estas muitas vezes que estdo
associadas ao aumento dos niveis de nutrientes nestes ambientes (SMITH et al., 1999). Estes
contaminantes podem ser de fontes pontuais, onde uma unica fonte de poluicao ¢ identificada, ou de
uma fonte ndo pontual, como escoamento de terra, precipitagdo ou drenagem (HUMENIK et al.,

1987; TILMAN et al., 2001; SPARLING e FELLERS, 2009).
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Mesmo que essas substancias cheguem aos rios e lagos em pequenas quantidades, a
bioacumulagdo fara com que a sua agdo seja altamente prejudicial ao longo das cadeias alimentares
(FARIA, 2004). Foi demonstrado que uma ampla gama de produtos quimicos agricolas e descargas
de efluentes afetam negativamente a saude da vida servagem, especialmente dos anfibios anuros
(BISHOP et al., 1999; MANN et al., 2009; SMALLING et al., 2015), tanto em ambientes naturais
quanto em estudos laboratoriais (MANN et al., 2009; CARR e PATINO, 2011; EGEA e SERRANO

etal. 2012).

A contaminac¢io ambiental pela pratica da criacio de suinos integrada a piscicultura

A producao de suinos vem crescendo nos ultimos anos no mercado nacional, com um
rendimento de 4,4 milhdes de toneladas de carcaga por ano ( ABPA, 2021). Trata-se de uma
atividade econdmica importante, principalmente na regido oeste do estado de Santa Catarina (SC),
onde se concentra o maior numero de suinocultores (IBGE, 2016). O desenvolvimento da
suinocultura intensiva, com dimensionamentos empresariais, trouxe como consequéncia a produgao
de grandes quantidades de ejecdes, que, em 75% das granjas, sdo depositadas em lagoas anaerdbicas
impermeabilizadas com manta de borracha protetora (ANDREAZZI et al., 2015).

Em termo de pequenos produtores, apesar da importancia econdmica, social e cultural da
suinocultura, a producao suinicula também tem um potencial poluidor muito grande, em virtude do
grande volume de ejeg¢des gerado por animal e da concentragdo em pequenas areas. O uso das
ejecoes em lavouras ¢ considerado uma alternativa que os pequenos produtores possuem para dar
destino a elevada producao.

Por apresentar uma composicao quimica variavel, decorrente de alteragdes na alimentagao

e no manejo dos suinos, as ejecoes causam um impacto diferente ao meio ambiente heterogéneo
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(MELLER, 2007). O uso incorreto das eje¢des pode resultar em contaminacao de solo e agua,
sobretudo em propriedades com alta concentragdo de animais e pouca area agricultavel (SILVA e
BASSI, 2012). Dejetos de suinos sao resultado da mistura de fezes, urina, agua da lavagem das
baias, sobras de racdes, po e pelos dos animais (GONCALVES JUNIOR et al., 2008), além do
desperdicio da dgua dos bebedouros, dentre outros componentes decorrentes do processo de criagao
suinicola (KONZEN et al., 1997).

Os impactos ambientais decorrentes da suinocultura na regido Sul do Brasil tém aumentado
consideravelmente nos ultimos anos, principalmente com a adogao do sistema de criacao intensiva
implantado na década de 80 (OLIVEIRA, 1993). A adocdo deste sistema agravou a questdo
ambiental ligada a atividade, principalmente em decorréncia do manejo inadequado de dejetos de
suinos considerados um potencial poluidor dos solos e corpos d’agua superficiais (OLIVEIRA e
NUNES, 2002).

O uso inadequado deste dejeto pode resultar em graves problemas ambientais. A contaminagao
das aguas subterraneas por coliformes fecais e varios outros patdégenos oriundos de dejetos ndo
tratados ¢ um grande problema da criacdo de suinos, rotineiramente resultando em ameacas de
surtos de doengas humanas (KRAPAC et al., 2002; BROWN et al., 2014).

Em todo o mundo, mais de 1 bilhdo de pessoas possuem nos peixes como importante fonte
de proteinas animais (OMOJOWO e OMOJASOLA, 2013). Os dejetos de suinos sao
frequentemente usados na piscicultura para intensificacdo da producdo de peixes, equilibrando a
propor¢ao entre carbono e outros nutrientes (HOPKINS e CRUZ, 1982; OGELLO et al., 2013;
ELSAIDY et al., 2015). Segundo Segat (2012), o atual modelo de criagdo de suinos permite maior
concentracao de animais por unidade de area, tornando-se uma possibilidade de aumento de renda

nas propriedades que se caracterizam por suas pequenas extensdes territoriais.
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Em pratica, o dejeto animal ¢ descarregado diretamente no tanque de peixes, onde os
nutrientes sustentam a crescimento de plancton e outros microrganismos consumidos por peixes
(DHAWAN e KAUR, 1978; TREECE, 2000; MARTINS et al., 2018).. As tilapias, por exemplo,
sdo consumidores oportunistas de macroéfitas, bactérias e zooplancton, e tém sido descritos como
consumidor filtro porque sdo capazes de remover plancton tdo pequeno com 5 microns de didmetro
da coluna de agua (EDWARDS, 1985; LIM et al., 2006).

Durante séculos, adubos para suinos foram usados como fertilizantes para promover
comunidades de plancton em lagoas usadas para o cultivo de peixes na China (NASH, 2011). O
Brasil ¢ um dos vérios paises do mundo onde a suinocultura associada a criagdo de peixes tem uma
longa tradicdo, uma vez que o crescimento dos peixes responde bem ao enriquecimento da lagoa
com adubos organicos em cultura semi-intensiva (EZEAFURUKWE et al., 2013). O
desenvolvimento da piscicultura integrada no Brasil foi desencadeado por dois fatores, a grande
disponibilidade de matéria organica em pequenas propriedades e as frageis condi¢des econdmicas
do agricultor que muitas vezes depende exclusivamente apenas deste tipo de atividade (PALHARES
e COLDEBELLA, 2012).

No estado de Santa Catarina o consorciamento entre animais € piscicultura tem se
destacado muito. A grande disponibilidade de residuos organicos nas pequenas propriedades rurais,
principalmente de suinos, associada a inexisténcia de comércio para os dejetos e a boa qualidade do
mesmo como fertilizante para a piscicultura, criou um cenario favoravel ao desenvolvimento da
piscicultura integrada nessa regido. O aproveitamento da matéria organica disponivel das atividades
agropecuarias como fonte de nutrientes para a producdo de alimento natural para os peixes
viabilizou economicamente a piscicultura, ja que o custo da alimentagdo artificial pode representar

até¢ 70% do custo total da producado de peixes (CASTELLANI e ABIMORAD, 2012).
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O estado ¢ o maior produtor nacional, com 26% dos abates, sendo também o principal
exportador de carne suina, responsavel por mais de 50% das exportacdes brasileiras em 2018, sendo
o rebanho de suinos da regido Oeste do estado de Santa Catarina um dos mais representativos do
pais (GIEHL e MONDARDO, 2019). Em muitas pequenas propriedades rurais a criagdo suinicola
ainda ocorre integrada a acudes para a piscicultura (Figura 2), uma vez que este tipo o sistema de
cultivo de peixes foi apoiado pelo programa de incentivo a construcao de agudes iniciado na década
de 80, onde Governo do Estado/SUDESUL construiu, na regido Oeste catarinense, cerca de 5 mil
acudes associados a este tipo de suinocultura (TESTA et al., 1996; CAVALETT, 2004). Por muito
tempo, o policultivo de peixes integrados aos dejetos de suinos foi o principal sistema de criagdo em

Santa Catarina.

Figura 2. Lagoa utilizada para piscicultura integrada a criagdo de suinos.

Fonte: Jackson Fabio Preuss, 2018.
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Os usos tradicionais de enriquecimento em lagoas artificiais foram recentemente adaptados a
sistemas de cultura fechados, resultando no “Método da agua verde” (NEORI, 2011) e esta
amparado pela lei N215.736, de 11 de janeiro de 2012, o qual define a piscicultura consorciada
como a criagdo simultanea de peixes e animais de granja, principalmente suinos e aves, com vistas
ao aproveitamento da ragdo ndo digerida e dos dejetos desses animais para fertilizar a dgua dos
cultivos. Contudo, o uso de dejetos classificados como matéria organica proveniente de fezes de
animais, pode ser considera um importante risco para o meio aquatico (MLEJNKOVA e SOVOVA,
2012). Os dejetos de suinos, por exemplo, podem enriquecer lagoas com nutrientes que, quando
descarregados no recipiente corpo d'dgua, causam problemas sérios, como eutrofizacdo e
introduzem patogenos entéricos (LOPERA BARRERO et al., 2006; MLEINKOVA ¢ SOVOVA,
2012).

A intensidade desse impacto ¢ diretamente dependente das doses e decomposi¢ao do dejeto
utilizado. A elevada concentragao destes nutrientes pode causar um desequilibrio quimico, fisico e
bioldgico do solo (CORREA et al., 2011), pois contém altas concentragdes de metais pesados, e o
uso continuo destes residuos pode aumentar as quantidades totais de Cu, Zn, P, N, Pb, Cd, Fe ¢ Mn,
no solo e agua local (MATTIAS, 2006). Estes elementos tracos, desempenham um papel importante
na regulacao de processos biogeoquimicos dos sistemas aquaticos (BROOKSHIRE et al., 2005),
todavia, podem tornar-se toxicos e causar perturbagdes metabolicas em plantas e animais
(CAPOANE et al., 2014) e quando em altas concentracdes podem desencadear a eutrofizagao dos
mananciais (SEITZINGER et al., 2002).

O fosforo e o nitrogénio, por exemplo, sdo residuos que podem causar problemas

consideraveis em ambientes aquaticos (GREEN et al., 2002). Por exemplo, o nitrogénio afeta a
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formacdo de proteinas, pois ¢ um fator limitante para a producdo primdaria de ecossistemas e sob
certas condigdes, torna-se toxico para os organismos aquaticos (PEREIRA e MERCANTE, 2005).

A presenca de coliformes termotolerantes indica também a contaminacao da agua por
bactérias patogénicas de origem entérica, como Campylobacter, Helicobacter e Legionella
(MLEINKOVA e SOVOVA, 2011). Contaminagéo da agua por bactérias intestinais também pode
indicar a presenga de outros grupos de microrganismos patogénicos, como virus, protozoarios e
helmintos (AL-HARBI, 2003).

Diretrizes da Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (FDA, 1998)
para a produgdo de alimentos organicos recomendam que o dejeto seja tratado para reduzir a
probabilidade de transmissao de patdgenos. Mesmo que raramente realizado, tratamento dos dejetos
liquidos via processo de compostagem ¢ uma alternativa promissora para assegurar a manutengao
das areas de produgao intensiva de suinos, porque reduz os riscos de polui¢cdo das dguas superficiais
e subterraneas por nitratos, fosforo e outros elementos minerais ou organicos; do ar pelas emissdes
de NH3, CO2, N2O e H»S e, de outra parte, em fungdo dos custos e dificuldades de tratamento,
armazenamento, transporte, distribuicdo e utilizagdo na agricultura dos residuos (OLIVEIRA et al.,

2000).

O papel do microbioma na saude do hospedeiro

As interagdes simbidticas entre microrganismo e organismos multicelulares sao onipresentes
(JANI e BRIGGS, 2014). Os vertebrados abrigam comunidades diversas e complexas de virus,
microrganismos procarioticos e eucarioticos, como bactérias e fungos, que sao adaptados para viver
em um hospedeiro, por exemplo, no intestino ou em outtas partes do hospedeiro, como na pele

(MCFALL-NGAI et al., 2013; FISCHBACH e SEGRE, 2016).
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A comunidade de bactérias residentes ¢ de significativa importancia para a saude do
hospedeiro multicelular (OTTMAN et al., 2012). Alteracdes na composi¢do desses microbiomas
(chamada disbiose) podem levar a uma ruptura de suas capacidades funcionais, aumentar a
suscetibilidade a infecgdes patogénicas e levar ao desenvolvimento de varias doengas
(TURNBAUGH et al., 2007; MCKENNA et al., 2008; SOMMER e BAECKHED, 2013; LEE e
HASE, 2014).

A alteragdo do microbioma pode afetar a saide do hospedeiro diretamente, influenciando o
metabolismo (QUAST et al., 2013), o desenvolvimento (HUSE et al., 2010), processos
inflamatérios (SCHOLSS, 2010) ou o comportamento (LOZUPONE et al., 2005), podendo também
influenciar a satide do hospedeiro diretamente, por meio de interagdes com patdgenos infecciosos.

O importante papel que a pele de anfibios desempenha nesses processos fisiologicos criticos
os torna vulneraveis a dessecagdo e aos contaminantes ambientais (McCOY e GUILLETTE, 2009).
A pele dos anfibios desempenha um papel fundamental na manuten¢do da satde através da
producao de antioxidantes (LIU et al., 2010), peptideos antimicrobianos (ROLLINS-SMITH et al.,
2005, 2011) e abriga uma vasta comunidade microbiana que os protegem de patégenos (HARRIS et
al., 2006). Além disso, desempenha importante papel nos processos fisioldgicos tornando-os
vulneraveis a dessecagao e aos contaminantes ambientais (MCCOY e GUILLETTE, 2009).

Nos anfibios, o microbioma cutaneo pode variar entre espécies e populagdes, sendo
modelado, por exemplo, por ontogenia, geografia e sazonalidade (KUENEMAN et al., 2014;
LONGO et al., 2015; BLETZ et al., 2017; PREST et al., 2018). Estudos objetivaram investigar a
diversidade de microbiomas da pele de anfibios em populagdes naturais (MCKENZIE et al., 2012;
LOUDON et al., 2014) e indicaram que as interagdes bacterianas com patdgenos invasores sao

fundamentais no resultado final da doenca (HOOPER et al., 2012) e que a manutencao do
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microbioma, mediada pelo hospedeiro, pode resultar em fendtipos resistentes a doencas
(MUELLER e SACHS, 2015).

Bactérias comensais em adesdo as células hospedeiras podem conferir prote¢do contra
patogenos (BUFFIE e PAMER, 2013), competir por recursos (KAMADA et al., 2012), interagir
com sistema imune do hospedeiro (GENSOLLEN et al., 2016) ou produzir compostos
antimicrobianos (BRUCKER et al., 2008). Por isso, o microbioma da pele torna-se uma parte
essencial do sistema inato imune dos anfibios, € mudancas no microbioma cutdneo podem levar a
maior mortalidade dos individuos infectados (HARRIS et al., 2009).

A falta de associacdo entre genética patogénica da infeccdo e o desfecho da doenga, sugere
que o microbioma da pele do hospedeiro pode desempenhar um papel no impacto positivo ou
negativo na infeccdo por Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), causador da quitridiomicose, ou
seja, a presenca de bactérias simbidticas da mucosa epidérmica de anuros, pode inibir a colonizagao
e a infec¢ao causada por este fungo patogénico (WOODHAMS et al., 2007a; PIOVIA-SCOTT et
al.,2017; BATES et al., 2018).

Sabe-se também, que a presenca ou auséncia de defesas na pele prediz se uma espécie de
anfibio ou populacao persistira com a infeccdo por Bd (WOODHAMS et al., 2007b; ROLLINS-
SMITH, 2011; SAVAGE e ZAMUDIO, 2011). Apesar de que as respostas imunes podem
desempenhar um papel importante na sobrevivéncia de anfibios suscetiveis a quitridiomicose, pouco
se sabe sobre as interagdes entre o sistema imune dos anfibios e Bd (FITES et al., 2014).

Estudos indicam que microbioma cutaneo (BELDEN e HARRIS, 2007) e a acao dos
peptideos antimicrobianos (ROLLINS-SMITH et al., 2005) encontrados em secre¢des naturais na
pele do anfibio hospedeiro sdo influentes sobre este fungo patogénico. Por exemplo, Perl et al.

(2017), encontraram evidéncias de infec¢cdo causada pelo fungo quitrideo em uma espécie de anuro
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(Latonia nigriventer) recentemente redescoberta, e destacam, que ndo ha sinais negativos do
impacto da quitridiomicose nestes animais, o qual possivelmente, seja devido aos efeitos positivos
dos peptideos antimicrobianos. Sabe-se também que isolados bacterianos, presentes na regiao
cutanea de salamandras sdo capazes de secretar compostos ativos contra o fungo Bd e ascomicetes
(HARRIS et al., 2006).

Algumas espécies de anfibios expostas ao quitridio podem desenvolver resisténcia a este
fungo patogénico. Pelo menos, 10 géneros de bactérias sdo capazes de inibir o crescimento de Bd in
vitro e sao eficazes contra outros fungos (COLOMBO et al., 2015). Este microbioma, muitas vezes
possui bactérias simbiodticas que se mantem na presenca de peptideos antimicrobianos, inibindo a
colonizagdo de patogenos e a infecgcdes de pele nestes animais (WOODHAMS et al., 2007a;
PIOVIA-SCOTT et al., 2017).

E importante ressaltar que as populagdes de anfibios que se mantem estaveis na presenca
desse fungo, possuem individuos com mais isolamentos bacterianos em sua pele, os quais produzem
compostos antifungicos, em comparagdo as populacdes de anfibios que passaram por importantes
declinios associados a0 Bd (WOODHAMS et al., 2007a; REBOLLARE et al., 2016).

Em contrapartida, evidéncias crescentes sugerem que mudancas no uso da terra e da
poluicao pode influenciar a distribuicdo do microbioma e da quitridiomicose (MARTIN e
BORUTA, 2013). A composi¢ao do poluente, a concentragao ¢ o estagio da historia de vida em que
o animal ¢ exposto determinardo como os produtos quimicos interagem com o microbioma e do
sistema imunologico do hospedeiro (JONES et al., 2017).

Por isso, torna-se crucial entender o papel das bactérias na pele dos anfibios (COLOMBO et
al., 2015; REEVES et al., 2017) e a agao dos estressores ambientais na infeccdo por Bd. Estas

valiosas informagdes contribuirdo com o conhecimento da dindmica da doenga no espaco € no



40

tempo (BATES et al., 2018) e servirdo como base em uma possivel avaliagdo de risco deste grupo
(COLOMBO et al., 2015). Determinar os fatores ambientais que alteram o microbioma dos anfibios
ira contribuir para a formagao de estratégias com o objetivo de mitigar os efeitos devastadores dessa

e de outras doencas infecciosas que acometem estes animais (JIMENEZ e SOMMER, 2016).
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ABSTRACT:

Agricultural practices may reshape the structure
of watersheds, water quality, and the health of
aquatic organisms. Nutrient enrichment from
agricultural pollution increases disease pressure
in many host-pathogen systems, but the
mechanisms underlying this pattern are not
always resolved. For example, nutrient
enrichment should strongly influence pools of
aquatic environmental bacteria, which has the
potential to alter microbiome composition of

aquatic animals and their vulnerability to
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disease. However, shifts in the host microbiome have received little attention as a link between nutrient

enrichment and diseases of aquatic organisms. We examined nutrient enrichment through the widespread

practice of integrated pig-fish farming and its effects on microbiome composition of Brazilian amphibians

and prevalence of the globally distributed amphibian skin pathogen Batrachochytrium dendrobatidis (Bd).

This farming system drove surges in fecal coliform bacteria, disturbing amphibian skin bacterial communities

such that hosts recruited higher proportions of Bd-facilitative bacteria and carried higher Bd prevalence. Our

results highlight previously overlooked connections between global trends in land use change, microbiome

dysbiosis, and wildlife disease. These interactions may be particularly important for disease management in

the tropics, a region with both high biodiversity and continually intensifying anthropogenic pressures on

aquatic wildlife habitats.
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1. INTRODUCTION

Agricultural practices may lead to destruction, fragmentation, and pollution of wildlife
habitats, with consequences for the health and stability of animal populations . For instance,
manure and wastewater from livestock farming can leach into water bodies and watersheds, altering
the pool of aquatic microorganisms >® and mediating exposure of wildlife to pathogenic microbes
78 Runoff from livestock farming may also adversely influence vertebrates through shifts in host
innate and adaptive immunity, increasing the likelihood of disease outbreaks °-!!,

Amphibians are among the most threatened vertebrates'? and are particularly vulnerable to
pollution due to their highly permeable skin and biphasic life cycles, which comprises both aquatic
and terrestrial phases '*'%. The negative effects of environmental pollution on amphibian health are
evidenced in many agricultural ponds systems 3!, Studies have suggested that agricultural runoff

into aquatic habitats may increase both prevalence and virulence of amphibian pathogens '%!°,

including ranavirus 2022

and the amphibian chytrid fungus Batrachochytrium dendrobatidis (Bd)
2324 Bd is a main driver of amphibian population declines and extinctions worldwide 2>%¢ and the
wide range of agricultural practices used in different regions highlights the need to investigate
interactive effects between specific types of environmental pollution and the risk of
chytridiomycosis in amphibians 273,

Accelerated livestock production in tropical regions such as South America and Sub-Saharan
Africa 3! is expected to have detrimental effects on amphibian biodiversity through pollution as well
as habitat destruction and fragmentation %°. In southern Brazil, diverse amphibian communities are
exposed to an agricultural practice that integrates pig farming with fish farming?34. This practice
consists of housing pigs over a pond such that slurry (liquid manure) drains directly into the pond >
38 Swine slurry changes the physicochemical variables and raises the biological productivity of the
pond **- % consequently increasing fish production. Fish also feed directly on the pig excrement,
which contains 70 percent digestible food*!. This practice has been acknowledged as an efficient
method of both waste utilization and disposal®®. Recent studies have analyzed effects of this practice
on dissemination of viruses and other human-associated pathogens*. However, studies linking
integrated pig-fish farming and amphibian diseases are sorely needed, especially because man-made
ponds are critical for the persistence of native frogs in agricultural landscapes *>*.

It has been increasingly recognized that the consortium of symbiotic microorganisms

recruited by amphibians (the microbiome) plays an important role in host health, including
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amphibians * %, For instance, members of the amphibian skin bacterial community have been
shown to inhibit the pathogen Bd in both laboratory and natural conditions *’- 3! through the
production of antimicrobial peptides and anti-fungal metabolites > >*. Nutrient enrichment in water
bodies should strongly influence the environmental pool of pathogenic, commensal, and mutualistic
microbes, which has the potential to alter the composition of the host microbiome. For instance,
growth of opportunistic bacteria in the microbiome of a coral increased in response to elevated
nutrient concentrations>. In the same way, runoff waste from livestock farming may exacerbate
disease risk by exposing amphibians to large pools of opportunistic and pathogenic microorganisms,
such as fecal coliforms, a group of gram-negative bacteria that are associated with pathogenic
infections in vertebrates>®. These bacteria have the potential to compete with mutualistic microbes
and alter the structure and function of the amphibian skin microbiome*>’. Surprisingly, however,
shifts in microbiome structure is an understudied pathway through which nutrient enrichment may
influence wildlife pathogen dynamics.

Here, we tested whether integrated pig-fish farming (i) alters the skin microbial communities
in Brazilian amphibians and (ii) increases Bd infection parameters. We predicted that this integrated
farming practice would lead to high levels of environmental pollutants (e.g., fecal coliforms),
disrupting amphibian skin bacterial communities and facilitating Bd infections in native amphibians.
We conducted our study in southern Brazil, a Bd-endemic region where integrated pig-fish farming
at both small scale (family consumption) and industrial scale have been widely implemented for
over two decades>®°. We compared estimated disease risk in populations of the native Golden
Lesser Treefrog (Dendropsophus minutus, Hylidae) in man-made ponds with and without integrated
fish-pig farming. We measured environmental and water quality parameters (e.g., fecal coliforms,
nitrates, temperature) and quantified Bd infection loads and skin bacterial composition in
amphibians using a combination of qPCR assays and 16S rRNA amplicon sequencing. Our results
link a common agricultural practice employed in several countries with host microbiome dysbiosis

and disease in tropical amphibians.

2. METHODS
2.1 Study area and sampling design
We sampled anurans and surface water from twenty agricultural ponds located in the extreme west

of Santa Catarina state, southern Brazil (Fig. S1). Mean elevation of sampling sites is 548 + 134 SD
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m and the local climate is subtropical humid Cfa in the Koppen classification®. The swine
population in southern Brazil is over 25 million head, accounting for 60% of national swine
production®. To avoid confounding effects of seasonality on environmental and water quality
parameters, all ponds were sampled in an interval of 42 days during the beginning of the amphibian
breeding season in September and October 2018. We selected ten agricultural ponds that have been
used in integrated fish-pig farming for at least twenty years (hereafter slurry-present; Figure 2). The
other ten sampling ponds were used only for fish farming and did not receive swine slurry runoff
(hereafter slurry-absent). Slurry-present and slurry-absent ponds were randomly distributed in the
study area to avoid spatial biases in our analyses.

We collected 350 individuals of D. minutus, with an average of 17 = 4 SD individuals per
sampling pond. This species is a habitat generalist that breeds in ponds during spring and summer.

We actively searched for amphibians at night®?

and used new disposable gloves between captures to
avoid cross contamination among individuals. We individually housed captured frogs in sterile
plastic bags and swabbed each individual at the end of each sampling night (within ~2h of capture).
To remove transient environmental bacteria from the host skin prior to swabbing, we rinsed each
individual with distilled water. We swabbed the skin of each individual frog using a sterile swab
following protocols described by Hyatt et al.®*. To avoid DNA degradation during field collection,
we preserved swabs in sterile microtubes kept on ice until processing. Since each agricultural pond

was sampled only once, we released individual tree frogs at the same collection site, at the end of

the sampling night.

2.2 Water characterization

During three days in October 2018, we manually collected 0.5 L of surface water in each
pond using sterile polyethylene bottles for physicochemical and microbiological analysis. Surface
water was collected 10 cm from the edge of the ponds in randomly selected points, and the samples
were kept refrigerated (2-8 °C) and analyzed at the Laboratory of Microbiology of the Universidade
do Oeste de Santa Catarina - UNOESC (Sao Miguel do Oeste, Brazil) within 48 h of sampling.
Microbiological analysis of the Most Probable Number of Thermotolerant Coliforms (MPN/mL)
was performed using the multiple tube fermentation technique according to the Standard Methods
for Water and Effluent Testing®*. To assess water quality parameters associated with nutrient

enrichment, we performed the following chemical analyses using a spectrophotometer
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(Spectroquant pharo 100) with Merck Ready Kits(r): total phosphorus (Merck Colorimetric
analogous to APHA 4500), ammoniacal nitrogen (Merck Colorimetric analogous to APHA 4500),
nitrate (Merck Colorimetric), biochemical oxygen demand (potassium hydroxide solution), chemical
oxygen demand (COD; Merck Colorimetric Analogous to APHA 5220). In the laboratory, pH was
also measured using an electrometric method with a multiparameter meter (Akso). Water
temperature of each pond was measured at dusk on the day of sampling using an Incoterm
waterproof digital thermometer at dusk. Physicochemical and microbiological conditions of the

ponds are shown in Table S1.

2.3 qPCR and 16S profiling

We sequenced the V4 region of the 16S rRNA gene from the bacterial genome to
characterize bacterial composition and quantify Bd from skin swabs. To extract DNA, we used the
DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), following the manufacturer's protocol
with small modifications to increase DNA yield, including increasing the incubation time in the
lysis phase to 8h. To quantify Bd infection loads, we used quantitative Taqgman PCR assays
following standard protocols®®, including gBlock synthetic standards ranging from 10 to 10? gene
copies (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA). Our metric of infection load is thus
based on number of ITS copies rather than number of zoospore genomic equivalents. To amplify
and sequence bacterial DNA, we followed the Earth Microbiome Project 16S Illumina Amplicon
Protocol (515F and 806R universal primers) using a dual index approach ® % We amplified
duplicate samples using Phire Hot Start II Polymerase DNA (Finnzyme, Espoo, Finland) and
combined duplicate PCR products. We visualized amplicons on 1% agarose gels to confirm the
consistency of the gel band, and then grouped the samples in equal volumes to generate the
amplicon library. We purified the library using the QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Valencia,
CA, USA) and measured the DNA concentration of the purified sample using the Qubit 2.0
fluorometer with the dsDNA Wide Spectrum Assay Kit (ThermoFisher Scientific, San Jose, CA,
USA). The library was sequenced using an Illumina MiSeq (2 x 250 bp) Sequencer at Tufts
University (TUCF Genomics), Boston, Massachusetts, USA.
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2.4 Bioinformatics

We analyzed bacterial sequences using Quantitative Insights into Microbial Ecology (QIIME
1) v. 2019.1%°. Only forward reads, trimmed to 150 base pairs, were used for the analyses. We used
the g-score plugin to filter low-quality reads. We used the deblur workflow’ to cluster sequences
into operational taxonomic units (OTUs), aligned sequences (alignment plugin) with MAFFT’! and
constructed a phylogenetic tree (phylogeny plugin) using FastTree with QIIME default parameters
2. We assigned taxonomy (feature-classifier plugin) with the classify-sklearn naive Bayes
taxonomy classifier and the Greengenes 13.8 reference sequence database’ >. We discarded
sequences identified as chloroplasts or mitochondria and OTUs with fewer than 0.005% of the total
number of reads’®. We rarefied samples to 4000 reads (rarefaction curves provided in electronic
supplementary material, figure S2) and none of the PCR controls were retained after filtering and
rarefaction. After filtering and rarefaction, we detected a total of 897 OTUs across 160 frogs from
slurry-absent ponds and 156 frogs from slurry-present ponds. For analyses of alpha diversity, we
calculated the total number of observed OTUs for each sample and Faith’s phylogenetic diversity’’,
a widely used diversity index that incorporates phylogenetic relatedness among bacterial taxa, which
should be a proxy for ecological diversity *>’%7. For analyses of bacterial community composition,
we calculated unweighted and weighted UniFrac distances between samples®®3!. In addition, we
identified putative Bd-inhibitory and Bd-facilitative OTUs in frog microbiomes by blasting our OTU
table against a comprehensive database of bacterial sequences with known functional responses to
Bd (Woodhams et al. 2015) at 100% sequence similarity. We then calculated the proportion of
potentially Bd-facilitative and Bd-inhibitory sequence reads per individual frog.

2.5 Statistical analyses

We compared the following water quality parameters between slurry-present and slurry-
absent ponds using General Linear Models (GLM): pH, water temperature (°C), chemical oxygen
demand (COD; mg / L), ammoniacal nitrogen (mg / L), phosphate (mg / L), total nitrate (mg / L),
and thermotolerant coliforms (Most Probable Number [MPN] / 100 mL). We employed Generalized
Linear Mixed Models (GLMMs) testing whether skin microbial diversity (observed OTUs and
Faith’s phylogenetic diversity of OTUs; log link model, normal distribution) differed between
slurry-present and slurry-absent ponds. To test for differences in skin microbial composition

between slurry-present and slurry-absent ponds, we performed permutation analyses of variance
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(PermANOVA) on weighted and unweighted UniFrac distances using the adonis function from the
vegan package in Program R %%, To visualize differences in bacterial community composition
between slurry-present and slurry-absent sites, we performed principal coordinate analyses on
unweighted UniFrac distances in QIIME II and plotted values for the first two principal coordinate
axes with centroids using the pca2d function from the phytools package in Program R 384 To
identify the bacterial taxa driving observed differences in frog skin bacterial composition between
slurry-present and slurry-absent ponds, we used the linear discriminant analysis effect size (LEfSe)
method on the galaxy platform (https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/), with default
parameters except for increasing the threshold LDA score to 3, and the Analysis of Composition of
Microbiomes (ANCOM) method in QIIME 2. To visualize differences in frog skin bacterial
composition, we plotted the LEfSe results with the heatmap.2 function from the gplots package in
Program R. We used GLMMs (gaussian, log link) to test whether the proportion of OTUs matching
bacterial taxa showing Bd-facilitative and Bd-inhibitory properties varied between frogs sampled at
slurry-present and slurry-absent ponds. We used GLMMs to test whether the proportion of
sequences matching Bd-facilitative properties was a significant predictor of Bd prevalence
(binomial, logit link) and infection loads (gaussian, log link; Bd-positive samples only). Sampling
pond was included as a random effect in all GLMMs. We used JMP software for all GLMs and
GLMMs®,

We used a path analysis approach to test for direct and indirect links among integrated pig-
fish farming (categorical variable: slurry-absent=0, slurry-present=1) and the following water and
host parameters: water temperature, thermotolerant coliforms, COD, percent putatively Bd-
facilitative OTUs, and Bd (either prevalence or infection loads). Our path models were built with the

RAMONA function in SYSTAT.

3. RESULTS
3.1 Integrated pig-fish farming alters water-quality parameters

As predicted, we found higher concentrations of thermotolerant coliforms in slurry-present
than in slurry-absent ponds (Fj1, 15] = 22.816, * = 0.559, P = 0.0002; Figure 1); other water quality

parameters, including COD, followed expected trends when comparing slurry treatments (Table S1).
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Figure 1. Average thermotolerant coliform concentration (Most
Probable Number /100 mL) obtained from water samples in slurry

and no-slurry ponds.

3.2 Host microbiome structure and Bd infection respond to integrated pig-fish farming

We found lower average skin bacterial diversity in amphibians from slurry-present than
in slurry-absent ponds [(observed OTUs: F[i, 1763 = 8.310; #* = 0.698, P = 0.010); (Faith’s
Phylogenetic Diversity: F[1, 17.801 = 5.501; 7> = 0.708, P = 0.030)]. The richness of skin bacterial
OTUs in amphibian populations from slurry-present and slurry-absent ponds were on average
113.94 +/- 35.39 SD and 161.07 +/- 44.18 SD, respectively.

Host skin bacterial composition significantly varied between slurry-present and slurry-absent
ponds (unweighted unifrac distances: F[1, 3147 = 13.626; #* = 0.042; P = 0.001, Figure 2; weighted
unifrac distances: PermANOVA F[1,3141 = 15,367, * = 0.047, P = 0.001). Differences in community
composition of frog skin microbiomes were driven by higher relative abundances of bacteria in the
orders Flavobacteriales and Burkholderiales in slurry-present ponds and Rhizobiales and
Rhodospirillales in slurry-absent ponds (Figure 3, Table S2-S3). Within the order Actinomycetales,
frogs in slurry-present ponds carried higher relative abundances of bacteria in the family

Corynebacteriaceae, whereas frogs in slurry-absent ponds carried higher relative abundances of
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bacteria in the families Microbacteriaceae, Pseudonocardiaceae, and Sanguibacteraceae (Figure 3,
Table S2-S3). Within the order Pseudomonadales, frogs in slurry-present ponds carried higher
relative abundances of bacteria in the family Moraxellaceae, whereas frogs in slurry-absent ponds
carried higher relative abundances of bacteria in the family Pseudomonadaceae (Figure 3, Table S2-

S3).
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Figure 2. Bacterial community composition of the amphibian skin microbiome
calculated using principal coordinates analysis based on unweighted UniFrac
distance matrices. Small circles indicate individual frogs sampled from slurry-
present (black) and slurry-absent (grey) ponds; large circles indicate group

centroids.
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Figure 3. Heatmap indicating bacterial taxa driving differences

in the composition of frog skin

bacterial communities between slurry-present (black bar) and slurry-absent (gray bar) ponds. Rows

represent indicator OTUs. Columns represent individual samples. Indicator taxa were identified with

the linear discriminant analysis effect size method (LEfSe). Some OTUs could not be identified to

all taxonomic ranks.

When analyzed independently through univariate statistics, we detected a marginally higher

proportion of OTUs matching bacterial taxa showing Bd-facilitative properties in slurry-present than

in slurry-absent ponds (Fy1, 18357 = 3.920, 7* = 0.504; P =

0.061; Figure 4A). As anticipated,
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proportion of Bd-facilitative OTUs was a positive predictor of Bd prevalence (> = 13,616, B =
0.034; f=0.034; N = 20; P = 0.0002) and infection loads (F [1, 165.6) = 6.847, # = 0.013; »* = 0.302;
P =0.0097). The observed lower average proportion of OTUs matching anti-Bd bacteria in slurry-
present than in slurry-absent ponds was not statistically significant (F1.1s2) = 0.111; 7= 0.494; P =
0.743; Figure 4B). Furthermore, the proportion of putatively anti-Bd bacteria was not a significant

predictor of either Bd prevalence or loads.
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Figure 4. Percent OTUs matching Bd-inhibitory and Bd-facilitative function based
on Woodhams et al. (2015).

3.3 Linking pig-fish farming to reduced water quality, host microbiome dysbiosis and disease
Our path analysis indicated that integrated pig-fish farming was linked to higher COD and
higher concentration of thermotolerant coliforms in ponds, and these indicators of high levels of
water pollution were consecutively linked with higher proportions of Bd-facilitative bacteria in the
amphibian skin microbiome. High proportions of Bd-facilitative bacteria, a proxy for microbiome
dysbiosis, in turn predicted higher Bd prevalence, even after accounting for the direct effects of
coliforms, COD and water temperature (Scheme 1). Water temperature was the only significant
negative predictor of Bd infection load when included in a similar model that only included Bd-

positive individuals.
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Scheme 1. Path diagram depicting the indirect link between integrated pig-fish
farming and higher Bd prevalence through increased levels of thermotolerant
coliforms, chemical oxygen demand (COD), and Bd-facilitative members of the skin
microbiome. AIC=0.876; effective number of parameters = 16; d.f. = 5; RMSEA
close fit P =0.001.

4. DISCUSSION

Among the many sources of environmental pollution, intensive agriculture is a behemoth,
exposing wildlife to the dual threats of habitat loss and pollution and, in the case of amphibians,
leaving man-made agricultural ponds as critical breeding habitats®®. In our study system in southern
Brazil, we found positive indirect associations between integrated pig-fish farming and Bd infection
through increased levels of water pollution and, in turn, higher relative abundances of Bd-facilitative
taxa in the host microbiome. Our results suggest that massive inputs of fecal coliform bacteria into
the aquatic environment offset the balance of the aquatic environmental bacterial pool, altering
recruitment to the host skin microbiome in ways that facilitated Bd infection. Anthropogenic
environmental changes are strong drivers of amphibian disease dynamics globally?>”. Climatic
shifts, deforestation, and environmental contaminants may drastically influence host immunity,

8,87,88

pathogen virulence, and ecological community interactions . The permeable skin and the
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biphasic life cycle of amphibians make them particularly vulnerable to environmental pollutants,
with consequences for growth, development, reproduction, and disease risk®- 3.

Effects of anthropogenic nutrient enrichment on wildlife disease dynamics vary by host
species, type of pathogen, and ecosystem context’. However, evidence across many taxa indicates
positive correlations between nutrient enrichment and the prevalence, severity, or distribution of
wildlife diseases’. Observed mechanisms underlying this pattern include facilitation of pathogen
vectors, intermediate hosts, or pathogens themselves, if they can directly benefit from the nutrient
additions”> 7. Nutrient enrichment may also alter pathogen transmission rates through changes in
host densities, alter pathogen infectivity through changes in host survival rates, or enhance
pathology associated with infection’.

Previous studies on interactions between elevated nutrients and pathogen dynamics among

amphibians are relatively scarce. Forson and Storfer’®

found that inorganic fertilizers may
compromise leukocyte-mediated immunity in larval Ambystoma tigrinum nebulosum but may also
directly kill a ranavirus that infects this host species. In the only other study to our knowledge that
investigated effects of nutrient enrichment on Bd dynamics, Buck et al.” predicted that nutrient
additions could reduce host Bd loads if nutrients facilitated microeukaryote predators of Bd
zoospores. As an alternative hypothesis, the authors proposed that nutrient additions could increase
host Bd loads if nutrients enhanced Bd infectivity or transmission, perhaps by promoting Bd
zoospore longevity or motility in the environment®. However, their experimental trials revealed no
clear effects of nutrient additions on Bd loads in larval Pseudacris regilla®.

In our study, integrated pig-fish farming was associated with high levels of water pollution
indicators, including high concentrations of thermotolerant coliform bacteria and high chemical
oxygen demand. These pollution indicators, in turn, were associated with higher proportions of Bd-
facilitative bacteria in the amphibian skin microbiome. We also observed lower OTU richness and
altered composition of the skin bacterial community in slurry-present ponds compared to slurry-
absent ponds. The water quality parameters in slurry ponds are consistent with highly eutrophic
systems in which excess nutrients promote overgrowth of algae and microbial decomposition of
dead algae depletes dissolved oxygen. Thus, direct inputs of pig slurry and overabundances of dead
organic matter in response to eutrophication both likely represent strong forces shaping the
environmental bacterial communities of slurry ponds, including increases in abundances of coliform

bacteria. Our results suggest that the overabundance of coliform bacteria in the pool of
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environmental bacteria altered recruitment to the amphibian skin microbiome, consistent with
previous studies demonstrating that amphibian-associated bacterial assemblages are heavily
influenced by bacterial taxa in the surrounding environment 7879 100- 102,

Our path analysis synthesized our findings, revealing a cascade of effects in which integrated
pig-fish farming was linked to higher Bd prevalence through shifts in microbiome composition in
response to water pollution, even after accounting for direct effects of water temperature on Bd
prevalence. As expected, Bd prevalence and loads were higher among frogs carrying higher
proportions of Bd-facilitative bacteria. Higher proportions of Bd-facilitative taxa and, in many cases,
decreases in host skin bacterial diversity, are indicators of host microbiome dysbiosis, referring to

disruption of the normal symbiotic host-microbe relationships in the microbiome'!!

. Higher relative
abundances of pathogen-facilitating bacteria may increase rates of host infection by modifying the
host microenvironment, shielding infective pathogen life stages from antibiotics produced by other
taxa, and influencing pathogen virulence factors!®. Our findings support previous studies linking
disease susceptibility to host microbiome structure 41197 Although we did not detect concomitant
decreases in relative abundances of Bd-inhibitory skin bacterial taxa in slurry-present ponds, the
observed decreases in OTU richness could also interfere with microbiome functions related to host
health and immunity %19,

While our analyses strongly suggest that Bd responded to disturbances in the amphibian skin
microbiome, Bd infections may also disturb frog skin bacterial assemblages ''% 2. Thus, it is also
possible that slurry additions facilitated Bd zoospore motility, infectivity, or survival, perhaps
through changes in the physicochemical properties of the water or shifts in populations of aquatic
organisms that feed on zoospores, with host microbiome composition responding to Bd

infections'!3

. A useful avenue for future research would be to situate the linkages between nutrient
enrichment, the host microbiome, and disease against the backdrop of the complex biotic
interactions that are characteristic of aquatic ecological communities.

Livestock manure may also contain pesticides if animals were fed pesticide-treated food''.
A large and growing body of work suggests that pesticide exposure may increase susceptibility of
amphibians to parasitic infections by impairing host immune function or facilitating parasite vectors
(reviewed in Hayes et al.!'®). Interactive effects of pesticide and Bd exposure are context dependent,

ranging from exacerbating pathogen effects®!!¢ to mitigating pathogen effects!!”- 1?2 to neutral'?* 125,

For example, exposure to the herbicide atrazine in early life stages altered growth and development
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rates in Osteopilus septentrionalis, enhancing susceptibility to Bd at later life stages®. In contrast, the
herbicide Roundup reduced Bd growth in Hyla versicolor tadpoles'?? and the insecticide malatSion
did not alter effects of Bd on post-metamorphic Hyla chrysoscelis'?®. Pesticides may also reduce
populations of aquatic macroinvertebrates and microeukaryotes, suggesting altered aquatic
community dynamics as an indirect pathway influencing pesticide effects on host-pathogen
interactions'?°. A study on gut microbiomes of frogs in natural and farmland habitats indicated that
diet or other habitat differences altered bacterial diversity and community structure!?’. Pesticide
runoff can also enrich water bodies with nutrients that cause eutrophication and alter host feeding'?*-
130" with downstream impacts on host immunity. Notably, however, the links between
agrochemicals, amphibian microbiome structure, and disease have not been resolved.

Our study is consistent with growing evidence linking anthropogenic environmental impacts
to changes in host microbiome structure!?”-!3!" 33 Qur findings suggest that, by disturbing natural
processes of microbiome assembly and function, integrated pig-fish farming may be increasing
disease pressure on native amphibians that depend on agricultural ponds for population persistence
in disturbed landscapes. Even small increases in disease pressure may threaten populations by
leading to slow population declines that are difficult to detect, or if hosts face multiple interacting
stressors'** 136 With slurry ponds distributed across large geographic areas and aquatic-breeding
amphibians making substantial seasonal migrations, future research guided by metapopulation
theory would be valuable for assessing the potential role of slurry ponds as ecological traps for
amphibians through losses in microbiome condition as well as whether these microbiome effects
extend to larval fitness, juvenile recruitment, adult reproductive success, and ultimately,
metapopulation stability. Our study highlights the complex mechanisms underlying wildlife disease
dynamics in human-modified landscapes and sheds new light on the impacts of a widespread
farming practice on the health of native wildlife populations. From a wider perspective, our work
suggests the potential for profound parallel impacts on wildlife and human disease dynamics in
many parts of the tropics, where diversity of hosts and pathogens is high and production of domestic

and industrial sewage continue to outpace the development of wastewater treatment infrastructure.
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Figure S1. Geographic distribution of our 20 sampling ponds in western Santa Catarina state,

Brazil. Circles indicate individual frogs sampled from slurry-present (black) and slurry-absent

(grey) ponds.



Figure S2. Agricultural ponds in the state of Santa Catarina, southern Brazil. Slurry-

present (a-b) and slurry-absent ponds (c) are shown.
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Figure S3. Alpha rarefaction curves indicating 4000 reads as the chosen sampling depth

for analysis.



Table S1. Water quality parameters agricultural ponds in Santa Catarina state, southern Brazil. COD = chemical oxygen demand; N

= nitrogen; MPN = most probable number; T = temperature.

Slurry Sampling Coordinates COD Phosphate N Ammoniacal Total N Coliforms pH T water T air
pond Lat./long. mg/L mg/L mg/L mg/L MPN/100 mL ({9} ({9}
present 1 26°31'44.0"S; 53°34'13.6"W 91 1.1 3.8 27 11000 7.53 19.4 24.8
present 2 26°46'38.8"S; 53°41'16.4"W 114 2 25 10 1500 6.85 23.8 28.4
present 3 26°46'52.6"S; 53°37'31.3"W 203 43 8.9 18 24000 6.63 19.3 244
present 4 26°46'40.8"S; 53°40'47.0"W 203 43 8.9 18 24000 6.63 17.3 20.1
present 5 26°47'05.5"S; 53°32'16.7"W 63 1.1 6.4 32 24000 6.57 215 26.3
present 6 26°47'09.8"S; 53°08'00.2"W 88 2 1.7 8 24000 7 18 21
present 7 26°47'19.7"S; 53°41'32.3"W 103 3.5 1.7 8 24000 6.38 18.9 24
present 8 26°50'12.8"S; 53°15'07.8"W 745 0.7 3.6 151 2100 6.7 19 23.6
present 9 26°53'29.1"S; 53°13'34.8"W 120 11 2.9 8 2100 6.8 20.3 22.8
present 10 26°54'39.6"S; 53°15'45.8"W 76 0.1 3.1 29 24000 6.59 18.6 24.1
absent 1 26°31'51.5"S, 53°32'12.1"W 61 42 7.3 8 30 6.22 21.1 22.8
absent 2 26°35'44.3"S; 53°30'33.4"W 66 0.08 2.5 21 90 6.78 18.3 21.6
absent 3 26°42'25.6"S; 53°06'35.9"W 69 11.8 7.3 9 240 7.45 19 20.8
absent 4 26°44'11.7"S; 53°08'08.9"W 68 0.11 1.8 11 430 7.91 18.6 21.6
absent 5 26°44'26.5"S; 53°32'37.7"W 61 0.1 5 10 40 8.03 20.1 22.6
absent 6 26°45'33.8"S; 53°29'55.1"W 62 0.07 1.4 21 40 6.56 18.1 234
absent 7 26°47'56.5"S; 53°31'20.3"W 58 0.06 5.1 7 60 6.25 20.6 22.9
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absent 8 26°47'57.9"S; 53°24'07.1"W 92 1.2 2 6 30 10.03 23 24.8
absent 9 26°42'25.6"S; 53°06'35.9"W 61 1.1 2.6 13 30 7.46 21.1 23.1

absent 10 26°50'54.8"S; 53°12'49.6"W 65 0.08 2.8 21 30 6.94 18.9 21.6
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Table S2. Results of linear discriminant analysis effect size (LEfSe) analysis. Differentially abundant OTUs in frog skin microbiome for
slurry-present and slurry-absent ponds. Some OTUs could not be identified to all taxonomic ranks.

Phylum Class Order Family Genus Species Slurry LDA score D
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Corynebacteriaceae Corynebacterium variabile present  3.05785223 0.000237157
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae absent  3.114387216 2.10E-10
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Microbacterium maritypicum absent  3.145077597 4.78E-08
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Pseudonocardiaceae Actinomycetospora absent  3.235335646 4.49E-09
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Sanguibacteraceae Sanguibacter absent  3.244433757 2.03E-13
Bacteroidetes Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae Emticicia present  3.354991567 5.09E-06
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales [Weeksellaceae] Chryseobacterium absent  3.016169417 6.85E-05
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales [Weeksellaceae] Chryseobacterium present  3.482061717 4.58E-12
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales [Weeksellaceae] Elizabethkingia present  3.208143757 3.23E-07
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales [Weeksellaceae] Wautersiella present  3.147279749 7.44E-20
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium present  3.381959752 2.93E-33
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium columnare present  3.023105144 2.27E-19
Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales absent  3.26198625 5.22E-05
Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales present  3.503713172 4.43E-15
Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Lactococcus absent  3.15177385 1.54E-05
Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus infantis absent  3.222632894 1.68E-10
Proteobacteria Alphaproteobacteria Caulobacterales Caulobacteraceae absent  3.041080059 9.43E-06
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Brucellaceae absent  3.930516559 4.93E-19
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Methylobacteriaceae ~ Methylobacterium absent  3.471481727 5.23E-12
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Methylobacteriaceae ~ Methylobacterium absent  3.36701631 1.38E-12
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Methylobacteriaceae ~ Methylobacterium adhaesivum absent  3.199280032 1.61E-15
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Methylobacteriaceae ~ Methylobacterium komagatae absent  3.080877899 1.49E-10
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales Acetobacteraceae Roseomonas massiliensis absent  3.594839782 2.08E-18
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rickettsiales Rickettsiaceae absent  3.537817457 0.001129005
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rickettsiales Rickettsiaceae absent  3.238175844 0.025590877
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Table S3. Results of analysis of composition of microbiomes (ANCOM) analysis. Differentially abundant OTUs in frog skin microbiome

for slurry-present and slurry-absent ponds. Some OTUs could not be identified to all taxonomic ranks.

Slurry absent Slurry present
0 50 100 0 50 100 w
Phylum Class Order Family Genus Species petl petl petl | petl petl petl  score

Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Corynebacteriaceae Corynebacterium 1 1 8 1 25 45 345
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Dietziaceae Dietzia 1 1 4 1 1 44 289
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Geodermatophilaceae Actinotelluria brasiliensis 1 1.5 128 1 1 4 339
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Kineosporiaceae Kineococcus 1 1 50 1 1 3 309
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Kineosporiaceae Quadrisphaera granulorum 1 1 47 1 1 4 300
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae 1 4 356 1 2 30 333
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Yonghaparkia 1 1 179 1 1 6 343
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Pseudonocardiaceae Actinomycetospora 1 1 278 1 1 5 338
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Sanguibacteraceae Sanguibacter 1 11 189 1 2 156 360
Bacteroidetes Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae Hymenobacter 1 3 335 1 1 12 357
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales [Weeksellaceae] Cloacibacterium 1 1 21 1 3 23 327
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales [Weeksellaceae] Wautersiella 1 1 274 1 3 1101 336
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Cryomorphaceae Fluviicola 1 1 448 1 1 184 291
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae 1 1 19 1 1 177 282
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium 1 1 95 1 14.5 344 361
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium columnare 1 1 3 1 1 173 286
Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales 1 1 927 1 10 507 350
Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Sphingobacterium 1 1 57 1 2 292 321
Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus 1 2 211 1 1 17 285
Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus alactolyticus 1 1 3 1 1 29 294
Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus infantis 1 3 675 1 1 258 328
Proteobacteria Alphaproteobacteria Caulobacterales Caulobacteraceae Brevundimonas diminuta 1 1 763 1 20.5 426 366
Proteobacteria Alphaproteobacteria Caulobacterales Caulobacteraceae Brevundimonas vesicularis 1 2 202 1 7 72 296
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Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 1 133.5 1794 | 10 698.5 2930 353
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter Jjohnsonii 1 1 506 1 18.5 508 346
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter Iwoffii 1 8 331 1 46 1799 351
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Agitococcus lubricus 1 1 4 1 2 56 329
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Perlucidibaca 1 1 376 1 16 439 362
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae 1 1 279 1 7 61 318
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas alcaligenes 1 1 101 1 2 157 295
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas fragi 1 570.5 2204 | 1 29 2038 366
Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas 2 250 1336 | 1 21 905 371
Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas acidaminiphila 1 1 82 1 1 87 321
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Resumo - Lagoas artificiais podem atuar como importantes sitios reprodutivos para anuros, especialmente em
habitats antropizados com baixa disponibilidade de locais para a reprodugdo. Mas a aptiddo em oferecer
oportunidades reprodutivas, e consequentemente, ajudar a manter populacdes de anuros, depende da
configuracdo do habitat em que essas lagoas estdo inseridas. Na tentativa de entender essa relagdo, nos
avaliamos a diversidade de anfibios, a configuracdo do habitat de entorno e pardmetros da agua de dez lagoas
artificiais no Sul no Brasil. As lagoas estdo inseridas em areas com longo e continuo histdrico de supressdo da
Mata Atlantica. Os parametros fisico-quimicos da agua e a configuracdo do habitat de entorno das lagoas
foram os elementos que mais explicaram a variagdo da diversidade de anuros. Todavia, a caracterizagdo do
ambiente do entorno teve papel predominante sobre as diferencas entre as comunidades. O nivel de exposigao
do solo na area de entorno foi o componente que mais atuou sobre o componente de furnover da diversidade
beta. Aventamos aqui que o processo de furnover de espécies seja uma consequéncia da simplificacdo da
paisagem causada pela remocdo da cobertura vegetal original (florestas), culminando na homogeneizacao
bidtica. Dentre os parametros da agua, apenas a concentracdo de fosfato se mostrou relevante para a
configuracdo das comunidades. Picos de fosfato podem ser derivados da contaminag@o por esgoto ou
fertilizantes. Ambos os tipos de contaminag¢des sdo factiveis de ocorrer na area de estudo, ainda que ela se
caracterize pela baixa densidade populacional humana e cuja atividade econémica seja baseada em agricultura
de pequena escala (familiar). Apesar do enorme potencial das lagoas artificias na manutencdo das comunidades
de anuros regional estas podem estar atuando como armadilhas ecoldgicas e sua efetividade dependera da

presenca de remanescentes florestais bem como da qualidade da agua.

Palavras — chave: Lagoas; Anfibios. Diversidade beta; Agricultura familiar.
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INTRODUCAO

A conversdo do habitat em paisagens antropicas causa mudancas nas propriedades
fisicas, quimicas e biologicas do ambiente, comprometendo sua funcao ecossistémica e
resultando em perda de biodiversidade (FRACETTO et al., 2013; NEVES et al., 2014).
Mesmo se tratando de um fendmeno perceptivel a olho nu, como no caso da supressao da
cobertura vegetal, os impactos da perda de habitat podem ser investigados em diferentes
escalas e por meio de diversos parametros. Em menor escala, quando sdo avaliadas as
mudangas em poucas dezenas de metros quadrados, ¢ possivel detectar niveis locais do
impacto da perda de habitat sobre as populagoes (WOOLBRIGHT 1985; PORTER et al.,
2000; KNUTSON et al., 1999). A conversao de ambientes naturais em paisagens agricolas ¢
certamente uma das ameacas mais importantes para a diversidade biologica em todo o
mundo e em especial na América do Sul (DiAZ et al., 2005; LEAL et al., 2012; WANG et
al., 2015; ZEE ¢ FUKAMI, 2015; ARROYO-RODRIGUEZ et al., 2016; ALMEIDA-
GOMES et al., 2019). Assim, compreender a relagdo entre a estrutura da paisagem ¢ a
biodiversidade nestes locais ¢ uma questdo urgente para a conservagao (BENTON et al.,
2003; FAHRIG et al., 2011). No Brasil, a conversao de habitats naturais em agricultura e
pecuaria ¢ uma pratica comum e constitui alguns dos grandes desafios a conservacao
(BROWDER et al., 2008; FRACETTO ef al., 2013), devido a crescente demanda de novas
areas de cultivo/criagcdo ou pela contaminacgdo da agua e do solo por seus residuos (RUBBO
e KIESECKER, 2005). Essas atividades agropecudrias estdo intensamente presentes no
dominio da Mata Atlantica, o que contribui para tornd-la um bioma critico quanto a agdes de
conservagao (LAURANCE, 2009; ZACHOS e HABEL, 2011).

De modo geral, as modificagcdes da paisagem afetam mais intensamente aqueles
taxons com especificidade a certos habitats e que t€ém baixa capacidade de dispersdao, como

muitos anfibios (STORFER, 2003; STUART et al., 2004; CUSHMAN, 2006). Assim,
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algumas espécies de anfibios sdo especialmente vulnerdveis as mudangas ambientais
(STOATE et al., 2009; BECKER et al., 2010; ARNTZEN et al., 2017). Diferencas geradas
na estruturacao do héabitat (VON MAY et al., 2010) e/ou no grau de perturbagao (BITAR et
al., 2015) podem induzir a mudancas na composicao de espécies das comunidades, tanto pela
perda de espécies quanto pela substituicao de algumas delas. Além disso, o longo processo
de transformacao da paisagem da Mata Atlantica por séculos de ocupacao humana, tem
efeito homogeneizador da paisagem (dos SANTOS et al., 2021), reduzindo a complexidade
de habitats e, por sua vez, a riqueza de espécies (HAZELL et al., 2001; OLDEN et al., 2004;
VASCONCELOS e ROSSA-FERES 2005; BITAR et al., 2015).

As areas agricolas possuem habitats aquaticos onipresentes que sdo potencialmente
valiosos para a vida selvagem. O impacto negativo causado pela polui¢ao nestes locais sera
exacerbado se os animais nao os reconhecerem como habitats de baixa qualidade,
funcionando assim como armadilhas ecoldgicas (SIEVERS et al., 2018 b). Uma armadilha
ecoldgica ocorre quando um ambiente tem caracteristicas que fazem com que animais
prefiram habitar 14, mas que na verdade causam efeitos negativos em longo prazo nas
populagdes desses animais (ROBERTSON e HUTO 2006).

Os anuros dependem nao sé destes habitats para abrigo e forrageio, como também de
locais especificos para sua reprodugdo. Para muitas espécies, a presenca de corpos hidricos
como lagoas e riachos ¢ essencial para que completem seu ciclo reprodutivo, e/ou para o
desenvolvimento de suas larvas aquaticas. Desse modo, a existéncia de corpos hidricos pode
ser um fator limitante para a manutengao de suas populagdes em areas com grande perda de
habitat ou habitats fragmentados. Estudos tem mostrado que lagoas artificias sao
componentes importantes no processo de manutengao e conservagao de espécies de anuros
em habitats florestais (KNUTSON et al., 2004; PRADO e ROSSAFERES, 2014;

SMALLING et al., 2015). Grande parte dos remanescentes de Mata Atlantica no sul do
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Brasil convive com a ocupacdo humana em uma paisagem fragmentada. Para os anfibios
nessa regido, o estabelecimento de corredores ecologicos nao traria aumento significativo na
permeabilidade da matriz, devido a sua pequena capacidade de deslocamento (MOSER et
al., 2019). Assim, a tendéncia de que em muitas dreas de Mata Atlantica fragmentadas, a
paisagem apresenta alto nivel de isolamento paras as espécies de anfibios. Esse isolamento
pode se dar, em termos funcionais, quando os individuos nao tem acesso aos sitios
reprodutivos (FONSECA et al., 2008; BECKER et al., 2010). E no ambito dessa discussdo
que a existéncia de lagoas artificiais aparece como uma oportunidade de viabilizar o acesso
dos individuos a sitios reprodutivos dentro de suas areas de ocorréncia. Ha de se considerar
também, que a presenc¢a de agua por si s6 ndo € o suficiente para que o local se efetive como
sitio reprodutivo. Por isso, diversos estudos tem tentado entender o processo de selecao de
sitios reprodutivos, sitios de vocalizagdo e de oviposicdo (ZINA e¢ HADDAD, 2005;
CARVALHO et al., 2015; SANTOS et al., 2016; CASSIANO-LIMA et al., 2020; FARINA
etal., 2021).

A escassez de habitats pode ser uma das razdes pelas quais as comunidades
relativamente complexas sao observadas até mesmo no interior de lavouras (CUNHA et al.,
2021). Isso leva a crer, que a simples presenga de corpos hidricos acessiveis aos anuros ja
seriam suficientes para que estes fossem usados para reprodugdo. Porém, a configuragao dos
habitats associados aos sitios reprodutivos ¢ determinante na viabilidade das populagdes
(LAAN e VERBOOM, 1990; MARSH et al., 2000, MARSH ¢ TRENHAM, 2001;
GIBBONS, 2003; VASCONCELOS et al., 2009). Além do entorno dos corpos d’agua, a
propria qualidade da agua esta entre os fatores abiodticos estruturais de maior importancia
para as populacdes de anfibios (DAYTO e FITZGERALD, 2006; LIMA e PEIXOTO, 2007),
pelo fato de que na fase larval grande parte das espécies € aquatica, e a disponibilidade de

oxigénio dissolvido, a temperatura, o pH, a presenca de poluentes e contaminantes sao
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importantes para a sobrevivéncia at¢é mesmo para espécies terrestres (PIANO et al., 2019;
GANCl et al., 2021).

No entanto, ndo ha consenso sobre como os componentes ambientais coocorrem e
influenciam na definicdo das comunidades de anuros (VASCONCELOS et al., 2009; SILVA
et al., 2012 a). Tais lacunas, ou incertezas no conhecimento servem de oportunidade para
estudos em areas sob intensa acdo antropogénicas (VELLEND et al., 2007). Por isso, areas
com mosaicos de diferentes tipos de uso do solo sdo consideradas boas oportunidades para a
avaliacdo da relagdo entre alteragdes do habitat e diversidade de anfibios. No sul do Brasil,
existem pequenas propriedades agricolas em que esse mosaico se apresenta de modo intenso
de exploracao, e que oferece uma excelente oportunidade para a avaliagdo em uma escala
fina do efeito da paisagem sobre a diversidade de anfibios. Em particular, estas propriedades
agricolas apresentam diferentes niveis de polui¢do ambiental e alteracdo da paisagem,
abrigando um cenario extremamente favoravel para o estudo da relagdo entre ocupagao ou
uso do solo, qualidade da dgua em sitios reprodutivos e diversidade de anfibios.

Aproveitando dessa configuragdo, delineamos um estudo para investigar o efeito da
composi¢do da paisagem, qualidade da dgua e as mudangas nas composi¢des de anuros

(diversidade beta) entre lagoas artificiais no sul do Brasil.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

O estudo foi desenvolvido em dez lagoas artificiais localizadas em diferentes
propriedades agricolas no extremo oeste do estado de Santa Catarina, sul do Brasil (Figura
S1). As lagoas encontram-se em propriedades particulares (geralmente < 10 ha) nas
quais ¢ desenvolvida agricultura familiar. Em todas as lagoas sdo mantidos peixes
(Cyprinus carpio, Oreochromis niloticus) eventualmente usados para o consumo local. A

qualidade da agua ¢ varidvel entre as lagoas e desse modo, realizamos uma série de
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medicoes de suas propriedades bioquimicas. O entorno das lagoas ¢ formado por um
mosaico de habitat antropico e nativo. O clima ¢ mesotérmico subtropical imido, tipo Cfa
de Koppen (ALVARES et al., 2013) da Mata Atlantica, e por isso diversas espécies de
anfibios utilizam esses corpos d’agua como sitios reprodutivos. O relevo ¢ caracterizado
por vales ingremes (SANTA CATARINA, 1986) e a altitude média ¢ de 630 m acima do
nivel do oceano ocupados por capdes de remanescentes de Floresta Estacional (KLEIN,

1978a; VIBRANS et al., 2010).

Delineamento amostral

Amostramos dez lagoas artificiais, cada uma com em média 1954 m? (minimo = 530
m?; maximo = 3979 m?) e profundidade média de 2 m (1,20 a 3,60 m) (Figura S1).
Previamente a sele¢do das lagoas, as mesmas foram inspecionadas para constatar seu uso

como locais de vocalizagdo e postura de desovas.

Amostragem de anuros

As amostragens foram feitas por meio de registros da vocalizagdo de machos no
entorno de cada uma das lagoas (DIAS et al., 2019). Cada lagoa foi amostrada uma noite por
més entre setembro de 2020 e dezembro de 2020. A cada noite, trés lagoas eram
monitoradas simultaneamente de modo a amostrar todas as dez lagoas ao longo de quatro
dias consecutivos. Essa estratégia foi usada para minimizar as variagdes climaticas entre
amostragens, uma vez que a atividade de vocalizacao dos anfibios ¢ diretamente afeta pela
temperatura ¢ umidade do ar (XIMENEZ e TOZETTI, 2015). O registro das espécies foi
realizado pelo registro das vocalizagdes feita por um sistema automatizado de gravagao
(Automated Recording Systems, BRIDGES ¢ DORCAS 2000). O sistema foi equipado com

um gravador de voz digital (modelo Sony ICD-PX312/PX312F), instalado a uma altura de
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um metro do solo em cada lagoa (DIAS et al., 2019). Programamos os gravadores para
registrarem o audio ambiente entre as 19:00h e as 07:00h do dia seguinte (13 horas de
gravacdo ininterruptas). Esse periodo compreende o horario com pico de atividade das
espécies de anuros (SANTOS et al., 2016). A avaliagao dos audios seguiu o protocolo usado
em Dias et al. (2019). Desse modo, foi gerado um arquivo de dudio para cada noite
amostrada em cada lagoa. A partir de cada arquivo de audio foram extraidas 13 subamostras
de audio com duracao de trés minutos contados a partir do inicio das gravacdes e com
intervalos de uma hora (exemplo: amostra 1: das 19:00h as 19:03; amostra 2: das 20:00h as
20:03; amostra 3: das 21:00h as 21:03; amostra 13: das 07:00h as 07:03). As espécies
registradas nas gravacgoes foram identificadas com auxilio de base de dados de audio feitas
na area de estudo bem como guias sonoros das espécies (HADDAD et al., 2005; KWET e
MARQUEZ, 2010). Estimamos a abundéncia de individuos por meio do nimero de machos
em atividade de vocalizagdo, considerando quatro categorias: A) 1 — 4 individuos em
atividade de vocalizacdo; B) 5 — 9 individuos em atividade de vocalizagao; C) 10 — 20
individuos em atividade de vocaliza¢do; D) >20 individuos em atividade de vocalizagao
(BERTOLUCI ¢ RODRIGUES 2002; XIMENEZ e TOZETTI 2015). Para analises de
abundancia, utilizamos o nimero minimo de machos vocalizantes (XIMENEZ e TOZETTI,

2015; DIAS et al., 2019).

Avaliagdo das caracteristicas da agua das lagoas
Em outubro de 2018, coletamos manualmente 0,5 L de agua superficial em cada
lagoa usando frascos de polietileno estéreis para analises quimicas e microbioldgicas. Em um
ponto definidos aleatoriamente, agua superficial foi coletada a 10 cm da borda das lagoas, e
as amostras foram mantidas refrigeradas (2-8 °C) e em até 48 horas apos a amostragem

foram analisadas no Laboratério de Microbiologia da Universidade do Oeste de Santa



130

Catarina - UNOESC campus Sao Miguel do Oeste. A analise microbiologica do niimero
mais provavel de coliformes termotolerantes (NMP / 100 mL) foi realizada utilizando a
técnica de fermentacdo em tubo multiplo de acordo com os métodos padrao para teste de
agua e efluentes (APHA, 2005). Para avaliar os parametros de qualidade da dgua associados
ao enriquecimento de nutrientes, realizamos as seguintes analises quimicas usando um
espectrofotometro (Spectroquant pharo 100) com Merck Ready Kits: fosforo total (Merck
Colorimetric analogo a APHA 4500), nitrogénio amoniacal (Merck Colorimetric analogo a
APHA 4500), nitrato (Merck Colorimetric), ¢ demanda quimica de oxigénio (DQO; Merck
Colorimetric Analogo a APHA 5220). No laboratorio, o pH também foi medido por método
eletrométrico com multiparametro (Akso). As condig¢des fisico-quimicas € microbiologicas

das lagoas sao mostradas na Tabela S1.

Avaliagdo do ambiente no entorno das lagoas

Consideramos como ambiente de entorno, uma area média de 36000 m? ao redor de
cada lagoa. A avaliagao foi feita a partir de imagens captadas por um drone a uma altura de
120 m e alinhado com o ponto central de cada lagoa. A fotointerpretacdo e vetorizagao das
feigoes de interesse deste estudo, foram realizadas no software livre QGIS, versao 3.14. A
captura das imagens foi realizada em outubro de 2020, utilizando o aplicativo DJIGO 4 no
smartphone [Phone 11 Pro conectado ao radio controle de um Drone modelo Phantom 4
advanced, cujo modelo possui GPS/GLONASS e camera de 20 megapixels de resolugao
acoplados na aeronave remotamente pilotada. O ortomosaico georreferenciado das imagens
aéreas foi a base para a fotointerpretagdo e estudos que embasaram este monitoramento,
sendo realizado o processo de georreferenciamento dos mosaicos, posteriormente foram
feitas as vetorizacdes das feicOes de interesse realizada no software livre QGIS versao 3.14.

Foram criadas 05 classes de acordo com a fotointerpretagao realizada no ortomosaico obtido
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com o mapeamento aéreo, sendo denominadas: corpos d’agua, pastagem, solo, urbanizagao e

floresta nativa (Figura S2 e Tabela S6).

Analises dos dados

Analise de abundancia da atividade de vocalizagdo

Baseado em Ximenez e Tozetti (2015) os dados de abundancia de cada espécie em
cada més foram transformados em média. A partir da escuta das 13 amostras de audio de trés
minutos de cada noite de amostragem, construimos uma tabela com os dados de abundancia
das espécies (nas classes de abundancia) por dia e por hora de amostragem. Realizamos esta
avaliacdo com todas as doze espécies compartilhadas entre os dois tipos de unidades

amostrais.

Preditores espaciais

Utilizamos os mapas de vetores proprios de Moran baseados na distancia (dbMEMs;
LEGENDRE e LEGENDRE, 2012; DRAY et al., 2012) para criar variaveis espaciais
(vetores proprios) com base na matriz de distancia euclidiana das coordenadas geograficas
das lagoas. Em primeiro lugar, definimos a matriz de vizinhanca, que descreve as relagdes
espaciais entre os objetos (DRAY et al., 2012). Em outras palavras, definimos quais lagoas
sdo vizinhas e quais nao sd3o. Usamos como graficos de vizinhanga espacial 'triangulacdo de
Delaunay', 'grafico de Gabriel' e 'Arvores de abrangéncia minima', e como medida de peso
usamos as distancias lineares entre lagoas. Selecionamos a melhor matriz de vizinhanga com
base no AICc. O modelo mais parcimonioso foi aquele baseado no 'grafico de Gabriel', e a

distancia de truncamento foi de 18,54 km (AIC = 84,82 contra 85,91 para o modelo nulo).
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Este modelo também gerou nove variaveis espaciais (autovetores), duas das quais com

autocorrelacao positiva.

Avaliando os componentes da diversidade beta de anuros

Antes das analises, transformamos os dados de abundancia usando a distancia de
Hellinger para homogeneizar a variagdo entre as abundancias das espécies (LEGENDRE e
LEGENDRE, 2012). Dividimos a diversidade beta em componentes gerais de diversidade
beta, turnover e aninhamento seguindo os métodos propostos por Baselga, 2010. Este
procedimento foi realizado utilizando a funcao “beta. pair” no pacote R betapart (BASELGA
e ORME, 2012). Usamos a dissimilaridade de Bray-Curtis para os dados de abundancia. Este
procedimento produziu trés matrizes de dissimilaridade: a diversidade beta total (furnover
espacial geral; BBray); o componente de turnover (turnover imune a variagao da riqueza de
espécies; BBal); o componente de aninhamento (aninhamento resultante de diferencas de
riqueza de espécies entre locais; fGra). Consideramos os valores de dissimilaridade altos

quando ultrapassaram 70%.

Relacoes comunidade-ambiente

Usamos a analise de redundancia baseada em distancia (dlbRDA) em cada matriz de
dissimilaridade biologica para examinar as relagdes em mais detalhes de comunidade-
ambiente (LEGENDRE e ANDERSON, 1999). Este método ¢ semelhante a analise de
redundancia, mas pode ser baseado em qualquer dissimilaridade ou matriz de distancia (em
nosso caso, dissimilaridade de Bray-Curtis (LEGENDRE e LEGENDRE, 2012).
Inicialmente, selecionamos apenas preditores de variagdo ambientais significativos na
diversidade beta e seus componentes, que entdo foram usados para o modelo ambiental

(LEGENDRE ¢ ANDERSON, 1999). Usamos a selecao direta com 9999 permutacdes para
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selecionar as varidveis ambientais para executar o modelo ambiental. Para isso, foram
utilizadas as matrizes contendo cada componente da diversidade beta e os preditores
ambientais. Para analises subsequentes, usamos apenas as varidveis retidas na ultima etapa
de selecdo (BLANCHET et al., 2008). O procedimento de seleg¢do direta foi executado com a
funcao “ordistep” do pacote R vegan (BLANCHET et al., 2008). Os resultados resumidos do

procedimento de selecao direta sdo apresentados na Tabela S2 e S3.

Preditores espaciais
Também utilizamos a selecao direta com 9999 permutagdes para selecionar os MEMs
para executar o modelo espacial. Os resultados resumidos do procedimento de selecao direta

sao apresentados na Tabela S4.

Parti¢do de variacao para a Diversidade beta taxonomica e funcional de anuros

As relativas contribui¢des dos descritores ambientais e varidveis espaciais para os
padrdes de diversidade beta foram avaliadas usando uma Analise de Redundancia parcial
(pPRDA) com parti¢ao de variagao (DRAY et al., 2012). Esta analise divide a variancia na
composi¢ao da comunidade resultante de (1) cada variavel explicativa ([E] = ambiente e [S]
= espacial), (2) a contribui¢do unica de cada variavel explicativa ([E / S] = ambiente - —
variaveis puramente ambientais - ou [S / E] = espacial - variaveis puramente espaciais) e (3)
a variancia total explicada pelas variaveis ambientais e espaciais juntas (varidveis ambientais
espacialmente estruturadas). A varidncia explicada por cada fragdo foi baseada no R?
ajustado (PERES-NETO et al., 2006). As variaveis ambientais utilizadas no modelo
ambiental e as variaveis espaciais que compdem o modelo espacial foram aquelas

previamente selecionadas em db-RDA e sele¢do direta, conforme descrito acima.
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A significancia dos eixos dbRDA e fragdes pRDA foram testadas por meio de um
teste de permutagdo tipo ANOVA para avaliar a significancia das restricdes, usando 9999
permutagdes. As andlises dbRDA e pRDA foram feitas usando as fungdes “capscale” e
“var.part”, e as permutagdes usando a funcdo “anova.cca”, do pacote R vegan (OKSANEN

etal.,2019).

RESULTADOS

Registramos 12 espécies de anuros distribuidos em cinco familias: Bufonidae (1),
Hylidae (5), Leptodactylidae (4), Odontophrynidae (1) e Ranidae (1). As espécies mais
frequentemente registradas foram Physalaemus cuvieri, Dendropsophus minutus €
Lithobates catesbeianus com uma média de 9,32 (£ 11,25), 8,56 (£ 10,86) e 5,08 (£ 4,08)

respectivamente do total individuos registrados nas dez lagoas (TS 5).

Preditores ambientais e espaciais e diversidade beta

Os conjuntos de variaveis preditoras retidas na analise de selecao direta para
compor os modelos ambientais (varidveis da agua e do entorno das lagoas) e espacial foram
semelhantes entre a diversidade beta e seus componentes. Houve maior congruéncia entre a
diversidade beta total ¢ o componente de turnover (Tabelas S2 e S4). As varidveis
ambientais ligadas as caracteristicas da agua selecionados foram Fosfato, DQO, coliformes
totais ¢ N Total (Tabela S2). O Fosfato foi selecionado para todos os componentes de
diversidade beta. De forma semelhante ao observado para os conjuntos de variaveis da
agua, o conjunto de preditores do ambiente do entorno selecionados foram semelhantes
entre todos os componentes da diversidade beta. Os preditores do entorno que mais
influenciaram a diversidade beta foram solo exposto (o qual foi compartilhado por todos os

componentes de diversidade beta) e urbanizagao (selecionado apenas para o aninhamento;
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Tabela S3). Finalmente, os preditores espaciais retidos na selecdo foram o MEM1 (Bray

and pBal) e MEM?7 (BGra; Tabela S4).

Relagao entre os preditores da dagua e do entorno e a diversidade beta

As andlises de dbRDA que relacionaram os preditores ambientais (aquaticos € do
entorno da lagoa) e os padroes de dissimilaridade entre as comunidades revelaram padrdes
congruentes entre a diversidade beta e seus componentes (Tabela 1 e 2). Nos nao detectamos
nenhuma relagdo significativa entre os preditores aquaticos ¢ a diversidade beta e seus
componentes (Tabela 1). Por outro lado, nés encontramos relagdes significativas quanto as
caracteristicas do ambiente de entorno, dentre eles o solo exposto e a diversidade beta total e
o componente de furnover, embora a fragao de variacdo explicada tenha sido relativamente
baixa (BBray: R%adj= 0.14, F = 2.48, p = 0.04; BBal: R?adj = 0.11, F = 2.06, p = 0.04; Tabela
2). O componente de aninhamento nao apresentou relacao significativa com nenhum dos

preditores do ambiente terrestre.

Tabela 1. Resultados de dbRDAs baseados em distancia para os dados de estimativa de abundéancia de machos
vocalizantes. As analises foram realizadas com base na diversidade beta total, rotatividade e dissimilaridades de
aninhamento. Modelos completos e testes marginais de significdncia para varidveis aquaticas Unicas sao
mostrados (ou seja, teste de significdncia separado para cada variavel em um modelo quando todos os outros
termos estdo no modelo).

TOTAL (BBray)

TURNOVER (BBal)

ANINHAMENTO (BGra)

Teste geral

Teste geral

Teste geral

R?adj:0.05; F:1.52; p: 0.16

R%adj:0.08; F: 1.26; p: 0.23

Radj:0.13; F: 1.32; p: 0.15

Variavel F p Variavel F p Variavel F p
Preditora Preditora Preditora
Fosfato 1.52 0.16 DQO 0.97 0.42 DQO 23 0.01

Fosfato 1.62 0.14
N Total 1.2 0.3

Coliformes 0.76 0.69
Fosfato 0.82 0.59
N Total 1.41 0.15
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Tabela 2. Resultados de dbRDAs baseados nos dados de abundéncia. As analises foram realizadas com base na
diversidade beta total, rotatividade e dissimilaridades de aninhamento. Modelos completos e testes marginais de
significancia para variaveis do entorno tnicas sdo mostrados.

TOTAL (BBray) TURNOVER ($Bal) ANINHAMENTO (BGra)
Teste geral Teste geral Teste geral
R?adj:0.14; F: 2.48; p: 0.04 R?adj:0.11; F: 2.06; p: 0.04 R?adj:0.09; F: 1.43; p: 0.11
Variavel F P Variavel F P Variavel F p
Preditora Preditora Preditora
Solo 2.48 0.04 Solo 2.06 0.04 Solo exposto 1.7 0.07
exposto exposto

Urbanizagao 1.16 0.26

Variagdo de parti¢do da beta diversidade e seus componentes

A beta diversidade total observada para o conjunto de comunidades foi de 75%. Deste
total, 71,2% foram relativos ao componente de furnover, enquanto o aninhamento foi
responsavel por apenas 3,8% da variagdo.

As andlises de partigdo da variancia (pRDA) da diversidade beta e seus componentes
identificaram efeitos significativos dos componentes aquaticos, terrestres e espaciais sobre os
padrdes de beta diversidade de anuros em lagos em que ha presenca de coliformes fecais. Nos
observamos que a beta diversidade total foi o componente da diversidade cuja variagdo teve
maior porcentagem de explicacdo pelos conjuntos de preditores (BBray = 33%; Fig. 1). Do
total de variacdo explicada, as fragdes unicas dos preditores do entorno das lagoas e espaciais
foram o que geraram maiores contribuigdes (respectivamente, 15% e 10%). No entanto, nos
também observamos uma quantidade substancial de variagdo explicada pelas fragdes
compartilhadas pelos preditores da dgua e pelos preditores espaciais (9%) e, em menor grau,
pelos preditores espaciais, do entorno das lagoas (2%) e pela fracdo compartilhada por todos
os trés conjuntos de preditores (3%). De forma semelhante, os nossos conjuntos de preditores
foram capazes de explicar 30% da variagdo total atribuida ao componente de furnover. Para
este componente, a fracdo nica dos preditores do entorno das lagoas (12%) e espaciais (9%)

foram as mais significativas, além da fracdo compartilhada pelos trés conjuntos de preditores
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(6%). Por outro lado, nossos conjuntos de preditores explicaram, no total, menos de 1% da
variacao atribuida ao componente de aninhamento. N6s nao encontramos nenhuma relagao

significativa entre os trés conjuntos de preditores e este componente da beta diversidade.

Beta Bray Beta Balanced Beta Gradient
a a a
<0.01 <0.01 <0.01
e d € d e d
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Figura 1. Variac¢do de parti¢do para diversidade beta total (Beta Bray) e seus componentes (turnover = Beta
Balanced; aninhamento = Beta Gradient) de comunidades de anuros. (a) Variaveis aquaticas; (b) variaveis do
ambiente terrestre; (c) variaveis espaciais; (d) fracdo compartilhada entre aquaticas e espaciais; (e) fragdo
compartilhada entre variaveis aquaticas e terrestres; (f) fragdo compartilhada entre variaveis espaciais e da
paisagem; (g) fragdo compartilhada entre todas; (*) p< 0.05.

DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que as caracteristicas da agua e do entorno atuam de
modo diferente, porém, ambas sdo relevantes para que as lagoas artificias atuassem como
sitios reprodutivos aos anuros. Os padrdes da diversidade beta (entre as lagoas amostradas)
indicaram que tanto o componente de furnover quanto o de aninhamento das comunidades
foram guiados pelo mesmo conjunto de varidaveis ambientais. Ressaltamos que o ambiente
do entorno das lagoas teve um papel mais importante do que as caracteristicas da dgua na
configuragdo das comunidades. Dentre os elementos do entorno, destacaram-se a
porcentagem de solo exposto e taxa de urbanizagdo. Ambos sdo elementos da paisagem
diretamente associados suprecao da Mata Atlantica causada, por exemplo, pela agricultura,

pecuarias ou pela expansdo das cidades. E importante ressaltar que a atual configuragdo da
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paisagem reflete um longo processo de supressao das florestas originais da regidao levando a
um menor nivel de estratificagdo vertical (SILVA et al., 2012b; PIRANI et al., 2013), menor
complexidade estrutural, ¢ menor diversidade de microhabitats (VASCONCELOS et al.,
2009; SILVA e ROSSA FERES, 2007; SILVA et al., 2012b; ODA et al., 2016, 2017;
FIGUEIREDO et al., 2019). A mudanca da paisagem teria levado a substitui¢do da
comunidade original por uma nova comunidade com predominio de espécies mais tolerantes
a matriz (OLDEN et al., 2004; BENGTSSON, 2010). Acreditamos que a paulatina remogao
da cobertura vegetal geraria um processo de substituicdo de espécies, levando a
homogeneizagao bidtica (OLDEN, 2006; MCKINNEY ¢ LOCKWOOD 1999; SOLAR et
al., 2015; NOWAKOWSKI et al., 2016). De fato, a diversidade entre lagoas variou
predominantemente em fungdo da substituicdo de espécies (furnover). Assim, podemos estar
observando comunidades que sdo um retrato pos-intervengdes que ocorrem hé séculos na
regido (ALDRICH e HAMRICK, 1998; VIBRANS et al., 2012).

A disponibilidade de habitat ¢ determinante para a presenca ¢ permanéncia das
populagdes das espécies registradas, bem como garantem sua acessibilidade as lagoas
amostradas. Ainda assim, a manutencdo dessas populacdes dependeria da existéncia de
habitats remanescentes e adjacentes as lagoas (VASCONCELOS et al., 2009; SILVA e
ROSSA-FERES, 2011; SILVA et al., 2011). Estudos mostraram que lagoas localizadas na
borda e proximas a fragmentos florestais, suportaram maior abundancia e riqueza de
espécies de anuros do que agudes localizados distantes de fragmentos florestais e em
ambientes abertos (SILVA et al., 2012a), refor¢cando, assim como nds observamos, a
importancia da existéncia de habitats remanescentes. Nossa amostragem foi baseada no
registro de vocalizagdes sendo direcionada para a atividade reprodutiva, e os individuos

estavam usando as lagoas para encontro de parceiros e/ou oviposi¢ao. Assim, a qualidade da
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agua ¢ um elemento importante para o desenvolvimento dos girinos (LAPOSATA e
DUNSON, 2000; DE SOLLA et al., 2002 a, b; SOWERS et al., 2009; BABINI et al., 2018).

O fosfato foi o elemento da 4dgua com maior efeito sobre a configuracao das
comunidades. Considerando que a contaminagdo de corpos hidricos por matéria organica
gera picos de fosfato (CORDELL et al., 2009; PETZET e CORNEL, 2013), ¢ factivel supor
como o nivel de contaminacao dessas lagoas atue na selecao de espécies em sua comunidade
de anuros. Muitas lagoas artificiais podem receber matéria organica, incluindo esgoto de
animais criados em confinamento. Essa ¢, alids, uma pratica comum em muitas lagoas no
Brasil (PREUSS et al., 2020). O fosfato pode ter origem também no escoamento de
fertilizantes de campos agricolas (TILMAN, 1999; SMITH et al., 2003). Desse modo,
nossos resultados servem como destaque para a ameaca que a contamina¢ao de corpo
hidricos com esgoto pode trazer sobre as comunidades de anfibios. Experimentos avaliaram
os efeitos do fosfato em girinos e descobriram que a presenca deste composto quimico afeta
espécies de diferentes formas, aumentando ou diminuindo a sobrevivéncia em algumas
espécies (HAMER et al., 2004) e pode nao ter efeito sobre outras (HAMER et al., 2004;
SMITH, 2007; EARL e WHITEMAN, 2010).

Em uma avaliagdo mais abrangente, podemos prever que a qualidade da 4gua dos
sitios reprodutivos pode atuar como fator limitante para a manutencao de comunidades de
anuros, ainda que haja disponibilidade de habitats (cobertura vegetal preservada). Sabe-se
que em paisagens degradadas, as lagoas artificiais sdo elemento importante para o aumento
da diversidade de anfibios (CABALLERO—DfAZ et al., 2020; VALDEZ et al., 2021). A
presenca de fosfato na dgua pode estar ligada ao fato de que em algumas lagoas ha criacao
integrada de suinos em confinamento e piscicultura (PREUSS et al., 2020). O dejeto animal

¢ descarregado diretamente no tanque de peixes, onde os nutrientes sustentam a crescimento



140

de plancton e outros microrganismos consumido por peixes (TREECE, 2000; MARTINS et
al., 2018).

A distancia espacial entre as areas amostradas foi um componente importante para a
composi¢ao de espécies (i.e., corpos d’agua mais proximos apresentam maior similaridade
na composicdo de espécies em comparagdo com os corpos d’adgua mais distantes). Este
padrao montado pela distancia geografica e a similaridade entre areas ja foram relatados em
outros trabalhos com anuros (HUBBEL, 2001; BERTOLUCI et al., 2007; SANTOS et al.,
2009; NEVES et al., 2018). De maneira geral, cada lagoa amostrada possui uma paisagem
distinta, incluindo diferentes estruturas florestais. Estes remanescentes podem ser utilizados
de forma diferente pelas espécies, servindo como abrigo, forrageio e refugio (SILVA e
ROSSA-FERES, 2007, CUNHA, 2021). Se a distancia entre eles for muito grande, o
deslocamento das espécies diminui devido o aumento no risco de dessecacao, predagao,
exposi¢ao a agrotoxicos e outros poluentes (MAZEROLLE e DESROCHERS, 2005;
RICK, 2005).

Entre os fatores bidticos que podem influenciar o padrao de diversidade beta estao a
histéria de vida da espécie (SOININEN et al., 2007), a capacidade de dispersao dos
organismos (DOBROVOLSKI et al., 2011) e suas habilidades de dispersao entre diferentes
fitofisionomias (SILVA et al., 2017; DALMOLIN et al., 2021). Nas lagoas artificiais, trés
espécies foram mais frequentes: Physalaemus cuvieri uma espécie generalista, que
consegue se estabelecer de forma dominante em d4reas alteradas, por vezes com
abundancias maiores que em areas preservadas, ¢ uma espécie que expande as suas
distribui¢des geograficas em consequéncia dos desmatamentos e alteracdo da paisagem
natural (HADDAD e PRADO 2005; MORAES et al., 2007, HADDAD et al., 2013).
Dendropsophus minutus é encontrada em areas abertas com gramineas, proximas a margem

de corpos d’agua, areas com vegetacao herbacea imersa e areas com vegetagao herbaceo-
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arbustivas, proximas a margem d’agua (OLIVEIRA et al., 2007; FERREIRA-SILVA et al.,
2016) e Lithobates catesbeianus uma espécie exdtica invasora que apresenta uma grande
capacidade de adaptacao, podendo ser encontrada com frequéncia em ambientes naturais, e
que ¢ beneficiada positivamente por habitats abertos e/ou antropizado (BOTH et al., 2014;
PREUSS, 2017).

Fornecemos evidéncias de que as lagoas artificiais podem funcionar como
armadilhas ecologicas, ameagando a viabilidade das populagdes de anuros em mosaicos
agricolas. Os anfibios sdo considerados sensiveis a modificacao e contaminacao de habitat
(BLAUSTEIN et al., 1994, SIEVERS et al., 2018 a, b) e a presenga de fosfato no ambiente
aquatico pode reduzir ainda mais sobrevivéncia se ocorrer uma combinagdo com outros
contaminantes (RELYEA, 2009). Mais trabalhos sao necessarios para explorar se este ¢ um
resultado biologico significativo e, em caso afirmativo, seus efeitos subjacentes. SO assim,
sera possivel minimizar os danos e perceber o potencial ecoldgico de habitats alterados pelo
homem.

Concluimos que a alteragdo do entorno das lagoas e da qualidade da agua sao
potenciais ameacgas para diversidade de anfibios. As complexas assembléias florestais
foram substituidas por novos ecossistemas que tém assembléias simples de anuros,
compostas principalmente por espécies colonizadoras generalistas, € que essas
comunidades t€m interagdes complexas com os fatores bioticos e abioticos de dentro e fora

da agua.
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Figura Suplementar 1. Distribuicdo geografica das 12 lagoas artificiais de amostragem no oeste do estado de

Santa Catarina, Brasil.
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Tabela Suplementar 1. Parametros de qualidade da agua para lagoas artificiais no estado de Santa Catarina,
sul do Brasil. DQO = demanda quimica de oxigénio; N = nitrogénio, NMP = niimero mais provavel.

Lagoa Coordenadas DQO Fosfato N Amoniacal N Total Coliformes pH
Lat./long. mg/L mg/L mg/L mg/L NMP/100 mL
1 -26.777432, -53.687968 114 2 2.5 10 1500 6,85
2 -26.784122, -53.695059 203 4.3 8.9 18 24000 6,63
3 -26.784790, -53.538097 203 4.3 8.9 18 24000 6,63
4 -26.784790, -53.538097 63 1.1 6.4 32 24000 6.57
5 -26.788811, -53.692371 103 3.5 1.7 8 24000 6,38
6 -26.595494, -53.509339 66 0.08 2.5 21 90 6.78
7 -26.740676, -53.543820 6l 0.1 5 10 40 8,03
8 -26.759304, -53.498724 62 0.07 1.4 21 40 6,56
9 -26.798901, -53.522358 58 0.06 5.1 7 60 6,25
10 -26.799343, -53.402172 92 1.2 2 6 30 10,03

Tabela Suplementar 2. Resultados para o modelo Forward Selection das varidveis ambientais (variaveis
aquaticas) para compor o modelo ambiental de diversidade beta e seus componentes durante as analises de
dbRDA e pRDA.

Componentes de Beta

Diversidade Variavel preditora F p
pBray Fosfato 1.52 0.16
DQO 4.69 0.02
Fosfato 3.88 0.02
pBal N Total 4.04 0.02
DQO 2.3 0.02
Coliforme 1.83 0.05
Fosfato 2.02 0.04
BGra N Total 2.08 0.04




Tabela Suplementar 3. Resultados para o modelo Forward Selection de variaveis do entorno para
compor o modelo ambiental de diversidade beta e seus componentes durante as analises de dbRDA e
pRDA.

Componentes de Beta

Variavel preditora F P
Diversidade
pBray Solo exposto 2.48 0.04
pBal Solo exposto 2.06 0.04
Solo exposto 1.70 0.05
BGra )
Urbanizacdo 1.65 0.05

Tabela Suplementar 4. Resultados para o modelo Forward Selection de variaveis espaciais para compor
o modelo espacial de diversidade beta e seus componentes durante as andlises de pRDA.
Componentes de Beta

Variaveis preditoras F y)
Diversidade
pBray MEM1 2.73 0.01
pBal MEM1 3.14 0.02

BGra MEM7 1,39 0.14
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Tabela Suplementar 5. Espécies de anfibios e estimativa média de abundancia em lagoas artificiais com
diferentes formas de manejo na regido extremo oeste do estado de Santa Catarina, de setembro a dezembro de
2020. As lagoas artificiais 1a até S5a, sdo usadas exclusivamente para a criacdo de peixes. £ = desvio padrio.

Para mais detalhes veja materiais e métodos.

Lagoa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 média+
Familias / Espécies
Bufonidade
Rhinella icterica (Spix, 1824) 025 025 033 B B ~0,10+0,14
Hylidae
Aplastodiscus perviridis Lutz, 1950 1,00 125 11,00 425 - 1,50 2,11+3,60
Boana faber (Wied-Neuwied, 1821) 75 1,75 225 3,00 0,67 0,67 1,67 ~ 1,20£0,06
Dendropsophus minutus (Peters, 1872) 3,00 21,00 27,3 23,50 125 1,00 1,67 6,67 025 8,56+10,86
Phyllomedusa tetraploidea vomi s maaaaa, 1990 575 525 800 o 19+3,14
Sinax sp. 025 1,00 033 067 _ 450 068+139
Leptodactylidae
Leptodactylus latrans (Steffen, 1815) 0,8 B 150 023051
Leptodactylus plaumanni Ahl, 1936 1,00 050 050 3,0 25 03 7,7 23 03 025 1,84+229
Physalaemus cuvieri Fitzinger, 1826 1,00 31,25 27,75 125 90 83 6,3 825 932+11.25
Physalaemus gracilis (Boulenger, 1883) 025 075 225 03  036+071
Odontophrynidae
Odontophrynus sp. 0,50 B B B B - 0,06£0,17
Ranidae
Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802) 500 550 1,75 0,75 1433 633 500 7,67 4,50 5,08=+4,08
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Figura Suplementar 2. Imagens aéreas de Drone (A) e ortomosaico georreferenciado (B) das
lagoas artificiais.

= Agua
B pastagem
B Solo exposto
M Urbanizagdo
B9 Floresta



Tabela Suplementar 6.

Valores médios e desvio padrdo dos parametros aquaticos e terrestres de cada lagoa artificial.

147

Variaveis aquaticas la 2a 3a 4a Sa 1b 2b 3b 4b 5b média = dp
DQO mg/L 114 203 103 203 63 66 92 62 61 58 102,50 £ 56,45
Fosfato mg/L 2 4,3 3,5 4,3 1,1 0,08 1,2 0,07 0,1 0,06 1,67+ 1,76

N Amoniacal mg/L 2,5 8,9 1,7 8,9 6,4 2,5 2 1,4 5 5,1 4,44 +2 88

N Total mg/L 10 18 8 18 32 21 6 21 10 7 15,10+ 8,32
Coliformes 1500 24000 24000 24000 24000 90 30 40 40 60 9776 + 12250,01
pH 6,85 6,63 6,63 6,57 6,38 6,78 8,03 6,56 6,25 10,03 7,53 +1,55
Variaveis terrestres

Corpos d’agua m? 539,8 413,38 210,5 845,95 850,69 2271,6 536,11 1142,63 134,1 2305,4 225,02 +£779,98
Floresta nativa m? 497,08 516,13 257,5 842,38 909,28 375,54 658,23 5841,45 685,9 77,81 1066,13 +1697,16
Pastagem m? 325,54 52472 71,63 2380,7 629,29 32155 1792,98 574,73 1579 1834,8 4659,13 +£9775,23
Solo exposto m? 129,93 380,03 63,05 279,63 243,62 42438 2779,3 192,58 2437 4046 878,22 +1372,80
Urbanizagdo m? 88,18 46,48 22,52 95,47 50,61 71,2 25,33 40,4 562,5 5,99 100,87 + 164,72




148

Referéncias

ALMEIDA-GOMES, M.; VIEIRA, M. V.; ROCHA, C. F. D.; MELO, A. S. Habitat
amount drives the functional diversity and nestedness of anuran communities in an

Atlantic Forest fragmented landscape. Biotropica, v. 51, p. 874-884, 2019.

ALDRICH, P. R.; HAMRICK, J. L. Reproductive Dominance of Pasture Trees in a
Fragmented Tropical Forest Mosaic. Science, n. 281, p. 103-105, 1998.

ALVARES, C. A.; STAPE, J. L.; SENTELHAS, P. C.; DE MORAES GONCALVES,
J. L.; SPAROVEK G. Kd6ppen’s climate classification map for Brazil. Meteorologische
Zeitschrift, v. 22, n. 6, p. 711-728, 2013

ARNTZEN, J. W.; ABRAHAMS, C.; MEILINK, W. R. M.; IOSIF, R.; ZUIDERWIJK,
A. Amphibian decline, pond loss and reduced population connectivity under agricultural
intensification over a 38-year period. Biodiversity and Conservation, v. 26, p. 1411-

1430, 2017.

ARROYO-RODRIGUEZ, V.; ROJAS, C.; SALDANA-VASQUEZ, R.; STONER, K.
E. Landscape composition is more important than landscape configuration for
phyllostomid bat assemblages in a fragmented biodiversity hotspot. Biological

Conservation, v. 198, p. 84-92, 2016.

BABINI, M. S.; DE LOURDES, B. C.; SALINAS, Z. A. SALAS, N. E.; MARTINO,
A. L. Reproductive end- points of Rhinella arenarum (Anura, Bufonidae): populations
that persist in agroecosystems and their use for the environmental health assessment.

Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 154, p. 294-301, 2018.

BASELGA, A.; ORME, C. D. L. Betapart: An R package for the study of beta diversity.
Methods in Ecology and Evolution, v. 3, p. 808-812, 2012.

BECKER, C. G.; FONSECA, C. R.; HADDAD, C. F. B.; PRADO, P. I. Habitat Split as
a Cause of Local Population Declines of Amphibians with Aquatic Larvae.

Conservation Biology, v. 24, p. 287-294, 2010.



149

BENGTSSON, J. Applied (meta) community ecology: diversity and ecosystem services
at the intersection of local and regional processes. In. VERHOEF, H. A. and MORIN, P.
J. editors. Community Ecology: Processes, Models and Applications. Oxford

University Press, Oxford. 2010. pp. 115-130.

BENTON, T. G.; VICKERY, J. A.; WILSON, J. D. Farmland biodiversity, is habitat
heterogeneity the key? Trends in Ecology and Evolution, v. 18, p. 182-188, 2003.

BERTOLUCL J.; BRASSALOTIL R. A.; RIBEIRO JUNIOR, J. W.; VILELA, V. M. F.
N.; SAWAKUCHI, H. O. Species composition and similarities among anuran

assemblages of forest sites in southeastern Brazil. Scientia Agricola, v. 64, n. 4, p. 364-

374.2007.

BITAR, Y. O. C.; JUEN L., PINHEIRO L. P. C.; SANTOS-COSTA M. C. Anuran Beta
Diversity in a Mosaic Anthropogenic Landscape in Transitional Amazon. Journal of

Herpetology, v. 48, p. 75-82, 2015.

BLANCHET, F. G.; LEGENDRE, P.; BORCARD, D. Modelling directional spatial
processes in ecological data. Ecological Modelling, v. 215, p. 325-336, 2008.

BLAUSTEIN, A. R.; WAKE, D. B.; SOUSA W. P. Amphibian declines: judging
stability, persistence, and susceptibility of populations to local and global extinctions.

Conservation Biology, v. 8, p. 60-71, 1994.

BOTH, C.; MADALOZZO, B.; LINGNAU, R; GRANT, T. Amphibian richness
patterns in Atlantic Forest areas invaded by American bullfrogs. Austral Ecology, v.

39, p. 864-874, 2014.

BRIDGES A. S.; DORCAS M. E. Temporal variation in anuran calling behavior:

Implications for surveys and monitoring programs. Copeia, v. 2, p. 587-592, 2000.

BROWDER, J. O.; PEDLOWSKI, M. A.; WALKER, R. Revisiting theories of frontier

expansion in the Brazilian Amazon: A survey of the colonist farming population in



150

Rondo6nia’s post-frontier, 1992-2002. World Development, v. 36, n. 8, p. 1469-1492,
2008.

CABALLERO-DIAZ, C.; SANCHEZ-MONTES, G.; BUTLER, H. M;
VREDENBURG, V. T.; MARTINEZ-SOLANO, {. The role of artificial breeding sites
in amphibian conservation: A case study in rural areas in central Spain. Herpetological

Conservation and Biology, v. 15, p. 87-104, 2020.

CARVALHO, T. R.; MARTINS, L. B.; GIARETTA, A. A. The complex vocalization
of Scinax cardosoi (Anura: Hylidae), with comments on advertisement calls in the S.

ruber clade. Phyllomedusa, v. 14, n. 2, p. 127-137, 2015.

CASSIANO-LIMA, D.; LIMA, A. V. P.; FORTUNATO, M. E. M.; SOUSA, T. A;
CASTRO, D. P.; BORGES-NOJOSA, D. M.; CECHIN, S. Z. Reproductive biology of
direct developing and threatened frog Adelophryne maranguapensis (Anura,
Eleutherodactylidae) reveals a cryptic reproductive mode for anurans and the first
record of parental care for the genus. Journal of Natural History, v. 54, p. 1721-1733,
2020.

CORDELL, D.; DRANGERT, J. O.; WHITE, S. The story of phosphorus: Global food
security and food for thought. Global Environmental Change, v. 19, p. 292-305, 2009.

COLWELL, R. K. EstimateS: statistical estimation of species richness and shared
species from samples. /n: Version 5. User’s Guide and applicaiton published at

<http://viceroy.eeb.uconn.edn>. 1997.

CUNHA, G. C.; DALZOCHIO, M. S.; TOZETTI, A. M. Anuran diversity inponds
associated with soybean plantations. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, v. 93,

p. €202019262021, 2021.

CUSHMAN, S. A. Effects of habitat loss and fragmentation on amphibians: a review
and prospectus. Biological Conservation, v. 128, p. 231-240, 2006.



151

DALMOLIN, D. A.; MATHIES FILHO, V.; TOZETTI, A. M. Anuran assemblage
changes along small-scale phytophysiognomies in natural Brazilian grasslands.

Theringia. Série Zoologia, v. 111, p. €2021017, 2021.

DAYTON, G. H.; FITZGERALD, L. A. Priority effects and desert anuran communities.
Canadian Journal of Zoologie, V. 83, P. 1112- 1116, 2005.

DE SOLLA, S. R.; BISHOP, C. A.; PETTIT, K. E.; ELLIOTT, J. E. Organochlorine
pesticides and polychlorinated biphenyls (PCBs) in eggs of red- legged frogs (Rana
aurora) and northwestern salamanders (Ambystoma gracile) in an agricultural

landscape. Chemosphere, v. 46, p.1027-1032, 2002 a.

DE SOLLA, S. R.; PETTIT, K. E.; BISHOP, C. A.; CHENG, K. M.; ELLIOTT, J. E.
Effects of agricultural runoff on native amphibians in the lower Fraser River Valley,
British Columbia, Canada. Environmental Toxicology and Chemistry, v. 21, p. 353-
360, 2002 b.

DIAS, K. S.; DOSSO, E. S.; HALL, A. S.; SCHUCH, A. P.; TOZETTI, A. M.
Ecological light pollution affects anuran calling season, daily calling period, and
sensitivity to light in natural Brazilian wetlands. Science of Nature, v. 106, p. 7-8,

2019.

DIiAZ, J. A.; PEREZ-TRIS, J.; TELLERIA, J. L.; CARBONELL, R.; SANTOS, T.
Reproductive investment of a lacertid lizard in fragmented habitat. Conservation

Biology, v. 19, p. 1578-1585, 2005.

DOBROVOLSKI, R.; MELO, A. S.; CASSEMIRO, F. A. S.; DINIZ-FILHO, J. A. F.
Climatic history and dispersal ability explain the relative importance of turnover and
nestedness components of beta diversity. Global Ecology and Biogeography, v. 21, n.

2,p.1-7,2011.

DOS SANTOS, R. C.; DALMOLIN, D. A.; RUM, D.; VERONEZ, M. R.; LUCAS, E.
M., TOZETTI, A. M. Association between land use and composition of amphibian



152

species in temperate Brazilian forest remnants. Herpetological Conservation and

Biology, v. 16, n. 3, p. 612-623, 2021.

DRAY, S.; PELISSIER, R.; COUTERON, P.; FORTIN, M.; LEGENDRE, P. PERES-
NETO, E.; BELLIER, R.; BIVAND, F. G.; BLANCHET, M.; DE CACERES, A.-B; et
al. Community ecology in the age of multivariate multiscale spatial analysis. Ecological

Monographs, v. 82, n. 3, p. 257-275, 2012.

EARL, J. E.; WHITEMAN, H. H. Evaluation of Phosphate Toxicity in Cope’s Gray
Treefrog (Hyla chrysoscelis) Tadpoles. Journal of Herpetology, 44, p. 201-208, 2010.

FAHRIG, L.; BAUDRY, J.; BROTONS, L.;BUREL,F. G.;CRIST,T. O.; et al.
Functional landscape heterogeneity and animal biodiversity in agricultural landscapes.

Ecology Letters, v. 14, p. 101-112, 2011.

FARINA, R. K.; PARABONI, C.; FIGUIERO, D.; RAGUSE-QUADROS, M;
SANTOS, C. F.; FERREIRA, P. M. A.; TOZETTI, A. M. Selection and use of calling
site by Boana leptolineata and Phyllomedusa distincta during the reproductive season.

Theringia, Série Zoologia, v. 111, p. €2021013, 2021.

FERREIRA-SILVA, C.; OLIVEIRA, D. B.; OLIVEIRA, H. F. AVILA, R. W. Spatial
and temporal distribution in two anuran communities in the Chapada do Araripe,

Northeastern Brazil. Biota Neotropica, v. 16, p. 1-10, 2016.

FIGUEIREDO, G. T.; STORTI, L. F.; LOURENCO-DE-MORAES, R.; SHIBATTA,
0. A.; ANJOS, L. Influence of microhabitat on the richness of anuran species: a case
study of different landscapes in the Atlantic Forest of southern Brazil. Anais da

Academia Brasileira de Ciéncias, v. 91, p. 2, p. €20171023, 2019.

FRACETTO, G. G. M.; AZEVEDQO, L. C. B.; FRACETTO, F. J. C.; ANDREOTE, F.
D.; LAMBAIS, M. R.; PFENNING, L. H. Impact of Amazon land use on the

community of soil fungi. Scientia Agricola, v. 70, n. 2, 2013.



153

GANCI, C. C.; PROVETE, D. B.; PUTKER, T.; LINDERMAYER, D.; ALMEIDA-
GOMES, M. High species turnover shapes anuran community composition in ponds

along an urban-rural gradient. Urban Ecosystems, 2021.

GIBBONS, J. W. Terrestrial habitat: a vital component for herpetofauna of isolated
wetlands. Wetlands, v. 23, p. 630-635, 2003.

GOTELLI, N. J.; COLWELL, R. K. Quantifying biodiversity: procedures and pitfalls in
the measurement and comparison of species richness. Ecology Letters, v. 4, p. 379-

391, 2001.

HADDAD, C. F. B.; GIOVANELLI, J. G. R.; GIASSON, L. O. M.; TOLEDO, L. F.
Guia sonoro dos anfibios anuros da Mata Atlantica — Sound guide of the Atlantic

Rainforest anurans. CD-ROM. 2005.

HADDAD, C. F. B.; PRADO, C. P. A. Reproductive modes in frogs and their
unexpected diversity in the Atlantic Forest of Brazil. Bioscience, v.55, p.207-217, 2005.

HADDAD, C. F. B.; TOLEDO, L. F.; PRADO, C. P. A.; LOEBMANN, D,
GASPARINI J. L.; SAZIMA, 1. Guia dos Anfibios da Mata Atlantica: Diversidade e
Biologia. Sao Paulo, Editora Anolis Books. 2013. 544 p.

HAMER, A. J.; MAKINGS, J. A.; LANE, S. J.; MAHONY, M. J. Amphibian decline
and fertilizers used on agricultural land in south-eastern Australia. Agriculture,

Ecosystems and Environment, v. 102, p. 299-305, 2004.

HAZELL, D.; CUNNINGHAM, D. L.; MACKEY, B.; OSBORNE, W. Use of farm
dams as frog habitat in an Australian agricultural landscape: factors affecting species

richness and distribution. Biological Conservation, v. 102, p. 155-169, 2001.

HUBBEL, S. P. The unified neutral theory of biodiversity and biogeography,
Princeton University Press. Princeton, New Jersey, 2001. 448 p.



154

KLEIN, R. M. Contribuicdo ao conhecimento da flora e da vegetacio do Vale do
Itajai, Santa Catarina. Tese de Doutorado. Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo;

1978a.

KLEIN, R. M. Mapa fitogeografico de Santa Catarina. In: REITZ, R. (ed.). Herbario
Barbosa Rodrigues, Itajai. 1978b.

KNUTSON, M. G.; SAUER, J. R.; OLSEN, D. A.; MOSSMAN, M. J.; HEMESATH,
L. M.; LANNOQO, M. J. Effects of landscape composition and wetland fragmentation on
frog and toad abundance and species richness in Iowa and Wisconsin, U.S.A.

Conservation Biology, 13, 1437-1446, 1999.

KNUTSON, M. G.; RICHARDSON, W. B.; REINEKE, D. M.; GRAY, B. R;
PARMELEE, J. R.; WEICK, S. E. Agricultural ponds support amphibian populations.
Ecological Applications, v. 14, p. 669-684, 2004.

KWET, A.; MARQUEZ, R. Sound guide of the calls of frogs and toads from
southern Brazil and Uruguay. [S.1.]: Alosa. 2 CD-ROM. 2010.

LAAN, R.; VERBOOM, B. Effects of pool size and isolation on amphibian

communities. Biological Conservation, v. 54, p. 251-262, 1990.

LAURANCE, W. F. Conserving the hottest of the hotspots. Biological Conservation,
v. 142, p. 1137, 2009.

LEAL, I. R.; FILGUEIRAS, B. K. C.; GOMES, J. P, IANNUZZI, L.; ANDERSEN, A.
N. Effects of habitat fragmentation on ant richness and functional composition in

Brazilian Atlantic Forest. Biodiversity and Conservation, v. 21, v. 1687-1701, 2012.
LEGENDRE, P.; ANDERSON, M. J. Distance-based redundancy analysis: Testing
multispecies responses in multifactorial ecological experiments. Ecological

Monographs, v. 69, p. 1-24, 1999.

LEGENDRE, P.; LEGENDRE, L. F. Numerical ecology. Oxford: Elsevier; 2012.



155

LIMA, M. S. C. S.; PEIXOTO, O. L. Comportamento de girinos de Chaunus itericus
Spix, 1824 (Anura, Bufonidae) em diferentes concentragdes de oxigénio dissolvido.

Revista Brasileira de Biociéncias, v. 9, 1, p. 103-109, 2007.

LAPOSATA, M. M.; DUNSON, W. A. Effects of spray-irrigated wastewater effluent
on temporary pond-breeding amphibians. Ecotoxicology and Environmental Safety,

v. 46, p. 192-201, 2000.

MARSH, D. M.; RAND, A. S.; RYAN, M. J. Effects of inter-pond distance on the
breeding ecology of tungara frogs. Oecologia, v. 122, p. 505-513, 2000.

MARSH, D. M.; TRENHAM, P. C. Metapopulation dynamics and amphibian

conservation. Conservation Biology, v. 15, 40-49, 2001.

MARTINS, L. A. P.; MILLAN, R. N.; MARTINS, E. S.; SANTIAGO, A. F. Water
quality of small fish ponds associated with swine culture. Pan-America Journal of

Aquatic Sciences, v. 13, p. 93-101, 2018.

MAZEROLLE, M. J.; DESROCHERS, A. Landscape resistance to frog movements.
Canadian Journal of Zoology, v. 83, n. 3, p. 455 - 464, 2005.

MCKINNEY, M. L.; LOCKWOOD, J. L. Biotic homogenization: a few winners
replacing many losers in the next mass extinction. Trends in Ecology & Evolution, v.

14, n. 11, p.450-453, 1999.

MORAES, R. A.; SAWAYA, R. J.; BARRELA, W. Composicao e diversidade de
anfibios anuros em dois ambientes de Mata Atlantica no Parque Estadual Carlos

Botelho, Sao Paulo, sudeste do Brasil. Biota Neotropica, v. 7, n. 2, p.1-10, 2007.

MOSER, C. F.; OLMEDO, G. M.; OLIVEIRA, M.; TOZETTI, A. M. Movement
ecology and habitat use in males of two species of Boana (Anura: Hylidae) during the

breeding season. Herpetology Notes, v. 12, p. 885-893, 2019.



156

NEVES, K. A. L.; XIMENES, T.; MARTINEZ, B. G.; MORINI, A. C.; MINERVINO,
A. H. H.; VALE, W. G. A pecuéria na Amazodnia: a busca por um modelo sustentavel.

Papers do NAEA (UFPA), v. 330, p. 1-19-19, 2014.

NOWAKOWSKI, A. J.;; THOMPSON, M. E.; DONNELLY, M. A.; TODD, B. D.
Amphibian sensitivity to habitat modification is associated with population trends and

species traits. Global Ecology and Biogeography, 26, 700-712. 2017.

ODA, F. H.; BATISTA, V. G.; GAMBALE, P. G.; MISE, F. T.; SOUZA, F.; BELLAY,
S.; ORTEGA, J. C. G. TAKEMOTO R. M. Anuran Species Richness, Composition, and
Breeding Habitat Preferences: A Comparison between Forest Remnants and

Agricultural Landscapes in Southern Brazil. Zoological Studies, v. 55, p. 55-34, 2016.

ODA, F. H.; GONCALVES, S.; ODA, T. M.; TSCHOPE, L. C. R. BRISO, A. L. F;
OLIVEIRA, M. R. F.; TAKEMOTO, M. R.; VASCONCELOS, T. S. Influence of
vegetation heterogeneity and landscape characteristics on anuran species composition in

aquatic habitats along an urban-rural gradient in southeastern Brazil. Zoology and

Ecology, v. 21, n. 3-4, p. 235-244, 2017.

OKSANEN, J.; BLANCHET, F. G.; FRIENDLY, M.; KINDT, R.; LEGENDRE, P
MCGLINN, D.; WAGNER, H. Vegan: Community Ecology Package. R package
version 2.5-5. 2019.

OLDEN, J. D. Biotic homogenization: A new research agenda for conservation

biogeography. Journal of Biogeography, v. 33, p. 2027-2039, 2006.

OLDEN, J. D.; POFF, N. L.; DOUGLAS, M. R.; DOUGLAS, M. E.; FAUSCH, K. D.
Ecological and evolutionary consequences of biotic homogenization. Trends in

Ecology & Evolution, v. 19, p. 18-24, 2004.

OLIVEIRA, E. F.; FEIO, R. N.; MATTA, S. L. P. Aspectos reprodutivos de
Dendropsophus minutus (Peters, 1872) no municipio de Vigosa, Minas Gerais. Ceres,

v. 54 n. 313, p. 230-238, 2007.



157

PEEL, M. C.; FINLAYSON, B. L.; MCMAHON, T. A. Updated world map of the K6
ppen-Geiger climate classification. Hydrology and Earth System, Sciences

Discussions, v. 4, p. 439-473, 2007.

PETZET, S.; CORNEL, P. Phosphorus Recovery from Wastewater. In. HESTER, R. E.;
HARRISON, R. M. (eds.), Waste as a Resource. Royal Society of Chemistry, 2013.
444p.

PIANO, E.; SOUFFREAU, C.; MERCKX, T.; et al. Urbanization drives cross-taxon
declines in abundance and diversity at multiple spatial scales. Global Change Biology,

v.26,n. 3, p. 1196-1211, 2019.

PIRANI, R. M.; NASCIMENTO, L. B. FEIO, R. N. Anurans in a forest remnant in the
transition zone between cerrado and atlantic rain forest domains in southeastern Brazil.

Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, v. 85, p. 1093-1104, 2013.

PORTER, W. P.; BUDARAJU, S.; STEWART, W. E.;, RAMANKUTTY, N.
Calculating climate effects on birds and mammals: impacts on biodiversity,
conservation, population parameters, and global community structure. American

Zoologist, v. 40, p. 597-630, 2000.

PRADO, V. H. M.; ROSSA-FERES, D. C. Multiple Determinants of Anuran Richness
and Occurrence in an Agricultural Region in South-Eastern Brazil. Environmental

Management, v. 53, p. 823-837, 2014.

PREUSS, J. F. Distribuicdo espacgo-temporal da rd invasora, Lithobates catesbeianus
(Anura, Ranidae) (Shaw, 1802) em dois remanescentes florestais da Mata Atlantica no

sul do Brasil. Biota Amazoénia, v. 7, p. 26-30, 2017.

PREUSS, J. F.; GREENSPAN, S.; ROSSI, E. M; LUCAS, E. M.; NEELY, W. J;
VALIATI, HUGO, V.; WOODHAMS, D.C.; BECKER, C. G.; TOZETTI, A. M.
Widespread Pig Farming Practice Linked to Shifts in Skin Microbiomes and Disease in
Pond-Breeding Amphibians. Environmental Science & technology, v. 54, p. 11301-
11312, 2020.



158

RELYEA, R. A. A cocktail of contaminants: how mixtures of pesticides at low

concentrations affect aquatic communities. Qecologia, v. 159, p. 363-376, 2009.

RICK, A. R. The lethal impacts of roundup on aquatic and terrestrial amphibians.
Ecological Applications, v. 15, n. 4, p. 1118-1124, 2005.

ROBERTSON, B. A.; HUTTO, R. L. A framework for understanding ecological traps
and an evaluation of existing evidence. Ecology, v. 87p. 1075-1085, 2006.

RUBBO, M. J.; KIESECKER, J. M. Distribui¢do de reproducdo de anfibios em uma
paisagem urbanizada. Conservation Biology, 19, p. 2. 504-511, 2005.

SANTOS, T. G.; VASCONCELOS, T. S.; ROSSA-FERES, D. C.; HADDAD, C. F. B.
Anurans of seasonally dry tropical forest: Morro do Diabo State Park, Sdo Paulo State,

Brazil. Journal of Natural History, v. 43, n. 15-16, p. 973-993, 2009.

SANTOS, N. L. P. DA S. dos; COLOMBO, P.; AVILA, F. R. D. E.; OLIVEIRA, M. D.
E.; TOZETTI, A. M. Calling Site Selection by the South American Tree-Frog

Hypsiboas pulchellus (Anura, Hylidae) in Subtropical Wetlands. South American
Journal of Herpetology, v. 11, n. 3, p. 149-156, 2016.

SIEVERS, M.; HALE, R.; PARRIS, K. M.; SWEARER, S. E. Impacts of human-
induced environmental change in wetlands on aquatic animals. Biological Reviews, v.

93, p. 529-554, 2018a.

SIEVERS, M.; PARRIS, K.M.; SWEARER, S.E.; HALE, R. Stormwater wetlands can
function as ecological traps for urban frogs. Ecological Applications, v. 28, p. 1106-

1115, 2018b.

SILVA, F. R.; ROSSA-FERES, D. C. Uso de fragmentos florestais por anuros
(Amphibia) de 4rea aberta na regido noroeste do Estado de Sado Paulo. Biota

Neotropica, v. 7, n. 2, 2007.



159

SILVA, F. R.; ROSSA-FERES, D. C. Influence of terrestrial habitat isolation on the
diversity and temporal distribution of anurans in an agricultural landscape. Journal of

Tropical Ecology (Print), v. 27, p. 327-331, 2011.

SILVA, F. R.; PRADO, V. H. M.; ROSSA-FERES, D. C. Value of small forest
fragments to amphibians. Science, v. 332, p. 1033, 2011.

SILVA, F. R.; CANDEIRA, C. P.; ROSSA-FERES, D. C. Dependence of anuran
diversity on environmental descriptors in farmland ponds. Biodiversity and

Conservation, v. 1, p. 1-14, 2012 a.

SILVA, F. R.; OLIVEIRA, T. A. L.; GIBBS, J. P.; ROSSA-FERES, D. C. An
experimental assessment of landscape configuration effects on frog and toad abundance

and diversity in tropical agro-savannah landscapes of southeastern Brazil. Landscape

Ecology, v. 27, p. 87-96, 2012 b.

SILVA, V. X. da; SACRAMENTO, M.; HASUL E.; CUNHA, R. G. T. da; RAMOS, F.
N. Taxonomic groups with lower movement capacity may present higher beta

diversity. Theringia. Série Zoologia, v. 107, p. €2017005, 2017.

SMALLING, K. L.; REEVES, R.A.; MUTHS, E.; VANDEVER, M.; BATTAGLIN,
W. A. HLADIK, M. L.; PIERCE, C. L. Pesticide concentrations in frog tissue and
wetland habitats in a landscape dominated by agriculture. Science of the Total

Environment, v. 502, p.80-90, 2015.

SMITH, S.V.; SWANEY, D. P.; TALAUE-MCMANUS, L.; BARTLEY, J. D,
SANDHEIL P. T.; MCLAUGHLIN, C. J.; DUPRA, V. C.; CROSSLAND, C. J;
BUDDEMEIER, R. W.; MAXWELL, B. A.; WULFF, F. Humans, hydrology, and the
distribution of inorganic nutrient loading to the ocean. Bioscience, v. 53, p. 235-245,

2003.

SMITH, G. R. Lack of effect of nitrate, nitrite, and phosphate on Wood Frog (Rana
sylvatica) tadpoles. Applied Herpetology, v. 4, p. 287-291, 2007.



160

SOININEN, J.; LENNON, J. J.; HILLEBRAND, H. A. A Multivariate Analysis of Beta
Diversity across Organisms and Environments. Ecology, v. 88, n. 11, p. 2830-2838,
2007.

SOLAR, R. R.; BARLOW, J.; FERREIRA, J.; BERENGUER, E.; LEES, A. C,;
THOMSON, J. R.; GARDNER, T. A. How pervasive is biotic homogenization in
human-modified tropical forest landscapes? Ecology Letters, v. 18, p. 1108-1118,
2015.

SOWERS, A. D.; MILLS, M. A.; KLAINE, S. J.; The developmental effects of a
municipal wastewater effluent on the northern leopard frog, Rana pipiens. Aquatic

Toxicology, v. 94, p.145-152, 2009.

STOATE, C.; BALDI, A.; BEJA, P.; BOATMAN, N. D.; HERZON, I.; VAN DOORN,
A.; DE SNOO, G. R.; RAKOSY, L.; RAMWELL, C. Ecological impacts of early 21st
century agricultural change in Europe a review. Journal of Environmental

Management, v. 91, p. 22-46, 2009.

STORFER, A. Amphibian declines: future directions. Diversity and Distribution, v. 9,
p. 151-163, 2003.

STUART, S. N.; CHANSON, J. S.; COX, N. A.; YOUNG, B. E.; RODRIGUES, A. S.
L.; FISCHMAN, D. L.; WALLER, R. W. Status and trends of amphibian declines and
extinctions worldwide. Science, v. 306, p. 1783-1786, 2004.

TILMAN, D. Global environmental impacts of agricultural expansion: The need for
sustainable and efficient practices. Proceedings of the National Academy of Sciences,

v. 96, p. 5995-6000, 1999.

TREECE, G. D. Zooplankton Culture. In: Stickney, Ed. Encyclopedia of
Aquaculture, Wiley J.; Sons, New York; pp 1037-1044, 2000.

VALDEZ, J. W.; GOULD, J.; GARNHAM, J. I. Global assessment of artificial habitat
use by amphibian species. Biological Conservation, v. 257, p. 109129, 2021.



161

VASCONCELOS, T. S.; ROSSA-FERES, D. C. Diversidade, distribui¢do espacial e
temporal de anfibios anuros (Amphibia, Anura) na regido noroeste do estado Sao Paulo,

Brasil. Biota Neotropica, v.5, p.1-14, 2005.

VASCONCELOS, T. S.; SANTOS. T. G.; ROSSA-FERES, D. C.; HADDAD, C. F. B.
Influence of the environmental heterogeneity of breeding ponds on anuran assemblages

from southeastern Brazil. Canadian Journal Zoology, v. 87, p. 699-707. 2009.

VIBRANS, A. C.; SEVGNANI, L.; LINGNER, D. V.; GASPER, A. L.; SABBAGH, S.
Inventério floristico florestal de Santa Catarina (IFFSC): aspectos metodologicos e

operacionais. Pesquisa Florestal Brasileira, v. 30, n. 64, p. 291-302, 2010.

VIBRANS, A. C.; SEVEGNANI, L.; GASPER, A. L.; LINGNER. D. V. Inventario
Floristico Florestal de Santa Catarina. Volume I: diversidade e conservac¢ao dos

remanescentes florestais. Blumenau: Editora da FURB, 344 p., 2012.

VELLEND, M.; VERRHNE, K.; FLINN, K.; JACQUEMYN, H.; KOLB, A.; VAN
CALSTER, H.; HERMY, M. Homogenization of forest plant communities and

weakening of species environment relationships via agricultural land use. Journal of

Ecology, v. 95, n. 3, p. 565-573, 2007.

VON MAY, R.; JACOBS, J. M.; SANTA CRUZ R. VALDIVIA, J.; HUAMAN, I ;
DONNELLY, M. A. Amphibian community structure as a function of forest type in
Amazonian Peru. Journal of Tropical Ecology, v. 26, p. 509-519, 2010.

WANG, Y.; THORNTON, D. H.; GE, D.; WANG, S.; DING, P. Ecological correlates
of vulnerability to fragmentation in forest birds on inundated subtropical land-bridge

islands. Biological Conservation, v. 191, p. 251-257, 2015.

WOOLBRIGHT, L. L. Patterns of nocturnal movement and calling by the tropical frog,
Eleutherodactylus coqui. Herpetologica, v. 41, p. 1-9, 1985



162

XIMENEZ, S. D. A. S.; TOZETTI, A. M. Seasonality in anuran activity and calling

season in a Brazilian subtemperate wetland. Zoological Studies, v. 54, 2015.

ZACHOS, F. E.; HABEL, J. C. Biodiversity Hotspots: Distribution and Protection
of Conservation Priority Areas. Springer, Heidelberg [Germany]; New York. 2011.

ZEE, P. C.; FUKAMI, T. Complex organism — environment feedbacks buffer species
diversity against habitat fragmentation. Ecography, v. 38, p. 370-379, 2015.

ZINA, J.; HADDAD, C. F. Reproductive activity and vocalizations of Leptodactylus
labyrinthicus (Anura: Leptodactylidae) in southeastern Brazil. Biota Neotropica, v. 5,

n. 2. P. 119-129, 2005.



163

CONSIDERACOES FINAIS

A intensificacao das atividades humanas tem sido uma das maiores ameacas a
biodiversidade. A perda de habitat, o isolamento de remanescentes, a poluicdo
ambiental e as doencas emergentes, sao exemplos de fatores que estdo diretamente
relacionados a alteracdo antrépica. A falta de conhecimento a respeito da diversidade
biologica e dos fatores que a governam em diferentes escalas pode ser também um
eminente problema, uma vez que reduz nosso poder preditivo. Esses impactos negativos
dificilmente sdo reversiveis, entdo ¢ necessario buscar alternativas para conservar a
diversidade de espécies mesmo com o aumento das atividades humanas. Este trabalho ¢
o primeiro estudo em microescala realizado em lagoas artificiais utilizadas para a
criacdo integrada de suinos e piscicultura, a fim de verificar os padrdes de composicao,
diversidade e a susceptibilidade a doengas associadas a anuros neotropicais.

No primeiro capitulo foi evidenciado que o descarte de dejetos do tipo esterco na
agua, através da criacao integrada de peixes e suinos altera a comunidade microbiana da
pele de anfibios e aumenta o risco de quitridiomicose; uma doenga causada pelo fungo
patogénico Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). Este capitulo também destaca a
capacidade do Bd sobreviver em habitats naturais, onde a qualidade da agua ¢ alterada
por fontes antrdpicas, como o confinamento de animais. Nossas descobertas indicam
que entradas macig¢as de dejetos no ambiente aquatico modifica o pool bacteriano
aquatico e altera o microbioma cutaneo dos anfibios, recrutando proporgdes mais altas
de bactérias com propriedades facilitadoras do Bd. Isso indica uma possivel interrupgao
dos processos naturais de organizacdo e fung¢do dos microbiomas (disbiose), e
consequentemente aumenta a pressao da infeccdo em hospedeiros que dependem dessas
lagoas para persisténcia da populacdo. Nos nos concentramos em poluentes organicos

de origem animal, pois eles sdo amplamente distribuidos globalmente, mas sabemos que
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muitos outros tipos de poluentes afetam os anfibios. Por isso, este estudo langa uma
nova luz para futuras pesquisas, a fim de compreender os impactos das variadas formas
de poluicao sobre a satide dos anfibios.

No segundo capitulo, os nossos resultados mostraram que estas lagoas
artificiais podem atuar como importantes sitios reprodutivos para os anuros,
especialmente em habitats antropizados com baixa disponibilidade de locais para a
reprodu¢dao. Mas a possibilidade em oferecer oportunidades reprodutivas, e
consequentemente, ajudar a manter populagdes de anuros, depende da configuracao do
habitat em que essas lagoas estdo inseridas. Ressaltamos que os parametros quimicos
da 4gua e a configuracdao do habitat de entorno das lagoas sdo os elementos que mais
explicaram a variacao da diversidade de anuros. Todavia, a caracterizagdo do ambiente
do entorno teve papel predominante sobre as diferengas entre as comunidades. O nivel
de exposicao do solo na area de entorno foi o componente que mais atuou sobre o
componente de turnover da diversidade beta. Expomos neste capitulo que as
complexas assembléias florestais foram substituidas por novos ecossistemas que t€ém
assembléias simples de anuros, compostas principalmente por espécies colonizadoras
generalistas, que o processo de turnover de espécies seja uma consequéncia da
simplificagdo da paisagem causada pela remocao da cobertura vegetal original,
culminando na homogeneizagdo bidtica. Dentre os parametros aquaticos, a
concentracao de fosfato foi o Uinico que se mostrou relevante para a configuragdo das
comunidades, o que ¢ factivel supor como o nivel de contaminagdo dessas lagoas ¢
uma potencial ameaca e atue na sele¢ao de espécies em uma comunidade de anuros.

E, para finalizar, os resultados apresentados nesta tese demonstram a
importancia de incorporar a microescala em estudos ecoldgicos, tendo em vista a

importancia relativa dessa escala nos fatores que determinam os padrdes estruturais de
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biodiversidade. Assim, mais estudos que consideram a perspectiva de composicao e
diversidade espécies, da qualidade ambiental e da satde dos anfibios em menor escala
sao de interesse, e devem ser considerados tanto para o manejo de doencgas, quanto para

se criar politicas publicas que busquem a conservacdo da biodiversidade em cendarios

atuais e futuros.
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Anexo 1. Licenca de coleta de anfibios.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica
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Numero: 65049-1 | Data da Emissdo: 05/09/2018 14:33:19 [ Data da Revalidagdo®: 05/09/2019

D
do
Sisl

e acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades a ser enviade por meio do
bio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Da

dos do titular

Nome: Jackson Fabio Preuss CPF: 059.492.489-88

Cronograma de atividades

# |Descrigao da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 |Coleta da dgua 09/2018 12/2018

2 | Coletas das amostras fingicas (Batrachochytrium dendrobatidis) 08/2018 12/2018

Equipe

# [Nome Fungdo CPF Nacionalidade
1 |camila femanda moser Auxiliar de campo 033.971.130-24 Brasileira

2 | WILLIAM BOAVISTA MACHADO Auxiliar de campo 031.699.620-35 Brasileira

3 | Arel Meirelles Danzmann Auxiliar de campo 043.586.080-35 Brasileira

4 |NATALIA APARECIDA MENDONGA Auxiliar de campo 872.663.180-68 Brasileira

Observagdes e ressalvas

3

O tituler de sulonzedo ou de licenga permanente, assim como o8 membros de sua equips, quando da vicleglo da legistaglo vigente, cu quando da inadequagie, emisséo cu
falaa descrigdo de informagbes relevantes que subsidiaram a expedigio do ato. padard, decisds maot lera ou Bzenga suap ou revogada peko
ICMBio, nos termos da lagisiagio brasileira em vigar.

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridice estrangeira, em tode o tarriténo nacional, que Impéguem o e recursos h & maierials, tendo por objets

coletar dados, materals, espdcimes bioldgicos & minerais, pegas integrantes da culura nativa e cultura popular, presente & passada, obbidos por melo de recursos e téonlcas que ss
destinem ao estudo, & difusdo ou & pesquise, estho sujeitas a aulonzecdo do Ministéno de Cléncia e Tecnologs.

O tituler de licenga ou sutonzesdo & os membros da sua equipe deverio optar por métodos de coleta @ Instrumentos de captura direcionados, sempra que pasalivel, 80 grupe
taxondmico de Interesse, evitando a marte ou dano significative a outros grupos; & empregar esforgo de colsta ou captura que ndo comprometa a viabdidade de poputagies do grups
taxondmica de Interesse em condigdo in situ.

Esta autarizagdo MAD exime o pesquisador tular & os membros de sua equipe da necesaldade de obter as anuéncias previstas em outros nstrumentos kegass, bam como do
consantimento do respansével pela drea, pdblica ou privada. onde serd realizada & atividade, Inciusive do deglo gesior de tera Indigena (FUMAL), da unidade de conservagio
astadual. distrital ou municipsl, ou do proprietdno. amendatério, poesseiro ou morador de &rea dentro dos kmites de unidads de conservagéo federal cujo procesao de regularizagéo
fundiaria enconira-se am curs.

Este documenta somente poderd ser utllizada para os fins previstos na Instrugio Monmatva ICMBIo n® 022014 ou na Instrugie Normatva ICMBIo n* 10/2010, no que especifica esta
Autorizagho, néo podendo ser utllizado para fins L a EEp . O material biobigico coletado devera ser utdzado para atvidades centificas cu didébeas no
Ambita do ensino superior.

Em casa de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAD, o dor fitular desia IiF deverd & administragio da unidads a fim de COMFIRMAR AS DATAS das
expedigtas, 83 condigbes para realizegdo des coletas & de uso da infre-estrutura da unidade.

Este documenta nko dispensa o cumprimenta da legislacdo que dispbe sobre acesso a componenta do patimbnio gendético exdstanta no temitdrio nacional, na pataforma continental &

na zona econdmica excl ou ag imanto iado a0 patriménio gendtico, pasa fina de pesgquisa clentifica, bi B o 1. Weja

maiores informegdas em www.mma. gov_bricgen.

Este documento fol expedido com base na Instrugéo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//CMBio na Internet (www.icmbio.gov. bivsisbio).

Codigo de autenticagdo: 0650490120180905 Pagina 1/3
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Niimero: 65049-1 | Data da Emissdo: 05/09/2018 14:33:19 I Data da Revalidagao®: 05/09/2019
De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizago tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente di ¢do do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversério de sua emissdo.

e a ap

Dados do titular

MNome: Jackson Fabio Preuss CPF: 059.492.489-88

Locais onde as atividades de campo serdao executadas

# |Descrigao do local Caverna? Tipo

1 |Linha Pindorama Nao Fora de UC Federal
2 | Area rural do municipio de Tapes Nao Fora de UC Federal
3 |Linha Prata Nao Fora de UC Federal
4 |Linha Ferreira Nao Fora de UC Federal
5 | Linha Barra do Guamirim Nao Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.
1 | Captura de animais silvestres in situ Dendropsophus minutus -

2 |Coletaftransporte de amaostras bioldgicas ex situ Dendropsophus minutus -

3 |Coletaftransporte de espeécimes da fauna silvestre in situ Dendropsophus minutus a0
Materiais e Métodos

# |[Tipo de Método (Grupo taxondmico) Materiais

1 | Amostras bioldgicas (Anfibios) Outras amostras biologicas

2 | Métedo de captural/coleta (Anfibios) Captura manual

Destino do material biolégico coletado

# |Nome local destino Tipo destino
1 |UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS Laboratorio
2 | Universidade do Vale do Rio Dos Sinos Colegao

Este documento fol expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualguer cidadao
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//CMBic na Internet (www.icmbio.gov.brisisbio).

Caodigo de autenticagao: 0650490120180905 Pagina 2/3
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Numero: 65049-1 | Data da Emissdo: 05/09/2018 14:33:19 l Data da Revalidagao™: 05/09/2019

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Jackson Fabio Preuss CPF: 059.452.489-88

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato ndo contemplado

na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material bioldgico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizagéo ou da licenga permanente com a devida anotagdo. O material bioldgico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituigao cientifica e, depositado, preferenciaimente, em colegao
biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBID).

Taxon® Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualguer cidaddo
podera verificar & autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//{CMBio na Internet (www.icrmbio.gov. br/sishio).

Codigo de autenticagdo: 0650490120180905 Pagina 3/3
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Anexo 2. Comité de ética da UNISINOS.

J UNIVERSIDADE DO VALE DO RIO DOS SINOS
Unidade de Administracao de infraestrutura e Servigos
U N lS] NOS Comissdo de Etica no Use de Animais - CEUA

PARECER_FINAL_PPECEUA 062018

A Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA da Universidade do Vale do Rio dos
Sinos - UNISINOS analisou o projeto abaixo descrito:

Cddigo de protocolo: PPECEUA06.2018
Versao: 11.2018 (retorno diligéncia)

Titulo: “Efeito eco toxicoldgico da exposigdo simultdnea de dejetos de suinos e da

quitridiomicose em anuros do sul do Brasil”
Coordenador: Prof. Dr. Alexandro Marques Tozetti
Departamento: Laboratdrio de Ecologia de Vertebrados Terrestres — LEVERT - UNISINOS

DECISAO da CEUA: o projeto apds avaliagdo das alteragdes encaminhas e sugeridas
em parecer 06.2018 e diligéncia, na reunido do dia 14 de novembro de 2018, foi APROVADO
por estar adequado ética e metodologicamente e de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8
de outubro de 2008, com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Ulilizagio de Animais para
Fins Cientificos e Diditicos - DBCA e com a Resolugiio UNISINOS 04/2013.

O proponente deverd encaminhar relatrio anual sobre o andamento do projeto & CEUA —
UNISINOS, comunicar & mesma qualquer alieragdo na equipe ou na metodologia prevista como
também a ocorréncia de acidentes com os animais utilizados, com vistas ao preenchimento do
relatério anual da CEUA junto ao CONCEA.

Sao Leopoldo, 14 de novembro de 2018.
—_— [ A .
] Q,JV\_E?’J_IJ mx{___ ((

Tanisﬂ/Gemlli
Coordenadora CEUA - UNISINOS

Ay, Unisines, 350 Caixa Postal 275 CEP93022-000 Sdo leopoldo  Rio Grande do Sul - Brasil
Fone: {57} 3591-1100, ramais 5244 2 5246  httpwww.unisinos.br



170

Anexo 3. Imagem da primeira pagina do artigo publicado (Capitulo
Environmental Science & Technology, 2020.
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pubs.acs.org/est

1) na Revista

Widespread Pig Farming Practice Linked to Shifts in Skin
Microbiomes and Disease in Pond-Breeding Amphibians

Jackson F. Preuss,* Sasha E. Greenspan, Eliandra M. Rossi, Elaine M. Lucas Gonsales, Wesley J. Neely,
Victor Hugo Valiati, Douglas C. Woodhams, C. Guilherme Becker,** and Alexandro M. Tozetti*"

- Eﬁead Online

Cite This: https://dx.doi.org/10.1021/acs.est.0c03219
Al
Article Recommendations
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ABSTRACT: Farming practices may reshape the structure of watersheds, water | f m—
quality, and the health of aquatic organisms. Nutrient enrichment from agricultural B | | e cnce
pollution increases disease pressure in many host—pathogen systems, but the )
mechanisms underlying this pattern are not always resolved. For example, nutrient v ¥«
enrichment should strongly influence pools of aquatic environmental bacteria, + ¢ .
which has the potential to alter microbiome composition of aquatic animals and
their vulnerability to disease. However, shifts in the host microbiome have received l Colilorms

little attention as a link between nutrient enrichment and diseases of aquatic
organisms. We examined nutrient enrichment through the widespread practice of
integrated pig—fish farming and its effects on microbiome composition of Brazilian

+

Waler
Temperahare

‘ oo

3

L

+f &

amphibians and prevalence of the globally distributed amphibian skin pathogen '"::';‘:‘“d
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). This farming system drove surges in fecal * farming

coliform bacteria, disturbing amphibian skin bacterial communities such that hosts
recruited higher proportions of Bd-facilitative bacteria and carried higher Bd
prevalence. Our results highlight previously overlooked connections between global trends in land use change, microbiome dysbiosis,
and wildlife disease. These interactions may be particularly important for disease management in the tropics, a region with both high
biodiversity and continually intensifying anthropogenic pressures on aquatic wildlife habitats.

1. INTRODUCTION

Farming practices may lead to destruction, fragmentation, and
pollution of wildlife habitats, with consequences for the health
and stability of animal populations.'™ Fer instance, manure
and wastewater from livestock farming can leach into water
bodies and watersheds, altering the pool of aquatic micro-
organisms™® and mediating exposure of wildlife to pathogenic
microbes.”” Runoff from livestock farming may also adversely
influence vertebrates through shifts in host innate and adaptive
immunity, increasing the likelihood of disease outbreaks.” "'
Amphibians are among the most threatened vertebrates'
and are particularly vulnerable to pollution due to their highly
permeable skin and, in many cases, biphasic life cycles
comprising both aquatic and terrestdal phases.'™'" The
negative effects of environmental pollution on amphibian
health are evidenced in many agricultural pond systems."*~""
Studies have suggested that agricultural runoff into aquatic
habitats may increase both prevalence and virulence of
amphibian pathogens,"'” including ranavirus™™* and the
amphibian chytrid fungus Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd)."”*** Bd is a main driver of amphibian population
declines and extinctions worldwide,”"* and the wide range of
agricultural practices used in different regions highlights the
need to investigate interactive effects between specific types of

& XXdX American Chemical Society

A 4 ACS Publications

environmental pollution and the risk of chytridiomycosis in
amphibians.”* ™

Accelerated livestock production in tropical regions such as
South America and Sub-Saharan Africa® is expected to have
detrimental effects on amphibian biodiversity through
pollution as well as habitat destruction and fragmentation.™
In southern Brazil, diverse amphibian communities are exposed
to a fmmng practice that integrates pig farming with fish
farming.” ™ This practice consists of housing pigs over a
pond such that slurry (liquid manure) drains directly into the
pond.” ™" Swine slurry changes the physicochemical variables
and raises the biological productivity of the pond,***
consequently increasing fish production. Fish also feed directly
on the pig excrement, which contains 70% digestible food."
This practice has been acknowledged as an efficient method of
both waste utilization and disposal™ Recent studies have
analyzed effects of this practice on dissemination of viruses and
other human-associated pathogens.” However, studies linking

Received: May 20, 2020
Revised:  July 28, 2020
Accepted:  August 10, 2020

hittps:/fdx.dolong/10.1021/acs est.0c03219
Enwiran, S Techral, XOOUK, XX, XXX—XXX



171
Anexo 4. Divulgacao da Pesquisa nos meios de comunicacdo local (Emissona 103FM).

Moticias Histdria Programacao Audios

ARTHGO PUBLICADO - D2DS/3020 11:08

VIDEO: Atualidades Entrevista recebe o
professor e biélogo Jackson Preuss

Comente agora! Recomendar cormeclo

O Atualidades Entrevista da 103FM recebeu nesta quarla-feira (8) o professor @ bidlego da Unoasc
Sdo Miguel do Dasta, Jackson Fabio Preuss, que teve o seu arligo: "Ampla pratica de criagdo suina
ligada as alteragdes no microbioma cutdneo & doenga em anfibios associados a agudes”
publicado, recentamenta. na revista cientifica internacional. Environmental Science & Technology. O arligo 4
fruto de parte de sua tese de doutorado am Biologia.

Sobre a pesquisa

Segundo o prafessor Jackson Preuss, a Ciéncia ja sabe que a exposigdo a conlaminantas ambiantais
tem o potencial de alterar a microbiota cutdnea de verebrados, alterando sua imunidade inata e
adaptativa e, consequeniemente, aumeniando a probabilidade de surtos de doencas. Ele explica que,
durante a pesquisa, os pesquisadores lestaram se o descarte de residucs na dgua, por meio da
criagdo integrada de suinos e piscicullura, altera as comunidades microbianas da pele de anfibios
tropicais @ se, consequeniements, aumenta o risco de quitridiomicose, uma doenga causada pelo
fungo patdgeno Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) & que vem sido associada ao declinio e extingdo
de muitas espécies

"Mossos resultados indicam que, ao infermomper o5 processos naturais de organizagio e fungdo dos
microbiomas, as descargas de dejetos oriundos da criagio integrada de peixes e suinos podem
aumentar a pressdo de doengas em hospedeircs. Esse trabalho também destaca os mecanismos
complexos subjacentss & dindmica da montagem do microbioma & doancas da vida selvagem em
ambiantes poluidos. Aldm disso, langa uma nova luz sobrée os Impaclos de uma pratica agricola

generalizada na satde das populacbes da vida selvagem”, ressalta o professor Jackson Preuss,

herpa: wh com b/l D3 fmdnoticin 2035 26 video - atualidsdes-entrevistn- meeebe o profiessar-e-biologo- jackson -preuss him]

Fonte: https://wh3.com.br/103fm/noticia/203526/video-atualidades-entrevista-recebe-o-
professor-e-biologo-jackson-preuss.html
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Anexo 5. Divulgacao da Pesquisa nas redes sociais (Instagram @tozettilab).

TOZETTILAB
< Publicacoes

tozettilab
QOeste Catarinense

v Qv . W

Curtido por

tozettilab & A utilizagéo de drones nas pesquisas
com anfibios. &

Q Em sua tese de doutorado, @jackson_preuss
utiliza um drone para avaliar a relagdo entre paisagem
e a biodiversidade de anfibios no extremo oeste do
estado de Santa Catarina.

Q Esse projeto faz parte de um estudo gue avalia os
riscos de declinios das populagdes de anfibios.

Sob a orientacao de @alexandrotozetti.

ELADE 28FE 4

#herpetologiaunisinos #herpetology #cienciaunisinos
#ppgbiounisinos #oestecatarinense #tozettilab
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Anexo 6. Palestra sobre a quitridiomicose ministrada no dia 05 de outubro de 2018 no IV Simposio
Gaucho de Herpetologia.




