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RESUMO

HELMINTOS PARASITANDO ANUROS EM POCAS AO LONGO DE CAMPQOS
NATIVOS DO BIOMA PAMPA BRASILEIRO

AUTORA: Aline Aparecida Bastos Portela
ORIENTADOR: Tiago Gomes dos Santos
COORIENTADOR: Luciano Alves dos Anjos

Os campos do sul do Brasil abrigam cerca de 80 espécies nativas de anuros associados as diferentes
fitofisionomias, sendo uma parcela importante considerada restrita a esse tipo de ecossistema. Entretanto, o
conhecimento da comunidade de helmintos em anfibios anuros no bioma Pampa est restrito a por¢do pampeana
Argentina e Uruguaia, enquanto o Pampa brasileiro carece de informagdes bésicas sobre esse grupo. Essa lacuna
no conhecimento motivou o desenvolvimento do presente estudo, visando contribuir para o conhecimento da
helmintofauna de anuros nos campos nativos do Pampa. Desta forma nés: (1) descrevemos a composi¢do da
comunidade de helmintos, as métricas parasitérias e os 6rgdos de infeccdo em oito espécies de anuros do bioma
Pampa brasileiro; (2) investigamos a relacdo das varidveis ambientais com a variagcdo nas métricas parasitarias e
com a estrutura das comunidades de helmintos em anuros ao longo do bioma; (3) testamos a influéncia dos
descritores ambientais e das caracteristicas de anuros hospedeiros na diversidade funcional de helmintos. Os
anuros foram amostrados utilizando o método de ‘busca em sitios de reprodugdo’ em 40 pogas, na primavera e
verdo de 2017, 2018 e 2019. A amostragem ocorreu em areas campestres, em quatro regides fisiograficas do
bioma no Rio Grande do Sul: Planicie Costeira, Cuesta de Haedo, Depressdo Central e Escudo Sul-rio-grandense.
Encontramos 28 taxa de helmintos pertencentes a Nematoda, Trematoda (Digenea), Cestoda e Acanthocephala,
distribuidas nas oito espécies de anuros hospedeiros selecionadas. Dos 28 taxa registrados, 22 sdo NOVOS registros
para esta regido geografica. Nossos resultados revelaram que a espacialidade das pocas ndo foi relacionada com
a variagdo em nenhuma das métricas de infecg¢do parasitaria dos anuros hospedeiros, mas explicou parte da
variacdo na estrutura da comunidade de helmintos em alguns dos hospedeiros. J& as variaveis locais
(principalmente) e da paisagem foram importantes para explicar parte da variagéo da estrutura da comunidade de
helmintos e das métricas parasitarias. A temperatura da agua influenciou positivamente os padrdes de diversidade
funcional. Além disso, encontramos correlacdo significativa da temperatura da agua com alguns dos atributos
funcionais dos helmintos: 0 modo de transmissdo 'oral e cutdneo', a intensidade média de infeccdo e o ciclo de
vida indireto. Desta forma, nossas analises sugerem que as variaveis ambientais em diferentes escalas influenciam
a estrutura da comunidade de helmintos e as métricas parasitarias, mas que aquelas em escala local sdo
preponderantes. Nossos resultados demonstram a importancia da heterogeneidade das pogas sobre a estrutura da
comunidade de helmintos e as métricas parasitarias de anuros no Pampa, contribuindo para o conhecimento dos
processos abioticos envolvidos na estruturacdo das comunidades de helmintos.

PALAVRAS-CHAVE: anuros hospedeiros; métricas do parasitismo; diversidade funcional, campos
subtropicais






ABSTRACT

HELMINTHS PARASITING ANURAS IN PONDS ALONG NATIVE GRASSLANDS OF
THE BRAZILIAN PAMPA BIOMA

AUTHOR: Aline Aparecida Bastos Portela
ADVISOR: Tiago Gomes dos Santos
CO-ADVISOR: Luciano Alves dos Anjos

South Brazilian grasslands harbor about 80 native species of anurans associated with different
phytophysiognomies, and an important species portion is considered restricted to this ecosystem type. However,
the knowledge of the helminth community associated with anuran amphibians in the Pampa biome is restricted
to the Argentine and Uruguayan Pampas, while lacks basic information about this group in the Brazilian Pampa.
This knowledge gap motivated the development of the present study, aiming to contribute to the knowledge of
the anuran helminth fauna along the native grasslands of the Brazilian Pampa. Thus, we: (1) describe the
composition of the helminth community, the parasitic metrics, and the helminth infection organs in eight anuran
species along the Pampa biome; (2) we investigated the relationship of environmental variables with variation in
parasitic metrics and with the structure of helminth communities in anurans along the biome; (3) we tested the
influence of environmental descriptors and host anuran characteristics on the functional diversity of helminths.
The anurans were sampled using the 'survey at breeding sites' method in 40 ponds, in the spring and summer of
2017, 2018 and 2019. The sampling was carried out in grassland areas along the Pampa biome, inserted in four
different physiographic regions of the biome in the Rio Grande do Sul: Coastal Plain, Cuesta de Haedo, Central
Depression, and Sul-Rio-Grandense Plateau. We found 28 taxa of helminths belonging to Nematoda, Trematoda
(Digenea), Cestoda, and Acanthocephala, distributed in the eight host anuran species. Of the 28 registered taxa,
22 are new registrations for this geographic region. Our results revealed that the pond spatiality was not related
to the variation in any of the metrics of parasitic infection of the host anurans, but explained part of the variation
in the structure of the helminth community in some hosts. Local and landscape variables were important to
explain part of the variation in the structure of the helminth community and in the parasitic metrics. Water
temperature positively influenced the functional diversity of helminths. Furthermore, we found a significant
correlation between water temperature and some of the helminth functional traits: ‘oral and cutaneous' mode of
transmission, the average intensity of infection, and the indirect life cycle. Thus, our analyzes suggest that
environmental variables at different scales influence the structure of the helminth community and parasitic
metrics, but that those at a local scale are preponderant. Our results demonstrate the importance of the
heterogeneity of the ponds on the structure of the helminth community and the parasitic metrics of anurans in the
Pampa, contributing to the knowledge of the abiotic processes involved in the structuring of helminth
communities.

KEY-WORDS: anuran hosts; parasitism metrics; functional diversity; subtropical grasslands.
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INTRODUCAO

A reducdo do risco de doengas relacionadas a biodiversidade esta diretamente associada a
um ecossistema equilibrado e estavel (MILLS, 2006; KEESING et al., 2010), mas acGes nesse
sentido requerem o conhecimento dos agentes causadores das doengas. Portanto, para todo estudo
bioldgico e ecoldgico, é necessario primeiro o conhecimento da diversidade e sua distribui¢do
(LINS, 2017). Nesse sentido, os parasitas estdo sendo reconhecidos como importantes
componentes da biodiversidade global, ja que estdo associados a diversos grupos de vertebrados, e
tem seus ciclos de vida influenciados por seus hospedeiros e pelo meio ambiente, sendo, portanto,
excelentes indicadores de biodiversidade em ecossistemas (MARCOGLIESE; CONE, 1997; LINS,
2017).

O parasitismo € uma relagdo ecoldgica desenvolvida entre individuos de diferentes espécies
e caracterizada por uma associacao intima e duradoura, bem como uma dependéncia metabolica
em Vvarios graus (REY, 2001). Os parasitas podem ser considerados como a “diversidade oculta”
da biodiversidade, uma vez que n&o os vemos todos os dias, mas sdo de grande importancia para
moldar a diversidade que podemos “ver” (POULIN; MORAND, 2004). Por meio do estudo dos
parasitas, € possivel entender como seus complexos ciclos de vida se integram as complexas teias
alimentares dos ecossistemas. Os parasitas podem atuar no controle da populacdo hospedeira e
desempenhar um papel central na manutencdo da diversidade genética e da estrutura das
comunidades de vertebrados e invertebrados (WINDSOR, 1995).

Estudos das interacdes parasita-hospedeiro sdo essenciais para entender os diferentes
aspectos ecologicos da vida desses organismos e como essa relacdo pode influenciar na estrutura
das comunidades (POULIN, 2007; BENTZ et al., 2006; BRUNNER; EIZAGUIRRE, 2016). A
estrutura das comunidades de parasitas depende de muitos fatores, incluindo hospedeiro e historia
ecologica e natural do parasita (JANOVY et al., 1992; BROOKS et al., 2006; BRUNNER;
EIZAGUIRRE, 2016; KOLODZIEJ-SOBOCINSKA, 2019). No contexto dos helmintos parasitas,
caracteristicas como dieta e uso do habitat do hospedeiro influenciam no sucesso da interacéo e
infeccdo (MCALPINE; BURT, 1998; POULIN, 1998; BOLEK; COGGINS, 2003; ZELMER,;
ARAI, 2004; PINHEIRO et al., 2019), enquanto para os hospedeiros, 0 modo de infeccdo e a

especificidade dos helmintos podem influenciar as taxas de infeccéo.
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A associacdo entre helmintos e anuros hospedeiros € um bom modelo para examinar 0s
padrdes que regem a estrutura de comunidades de parasitas (AHO, 1990; CAMPIAO et al., 2015).
Os tracos de histdria de vida dos anuros, com diferentes estratégias reprodutivas, a ocupacéo de
uma ampla gama de habitats e relacdes tréficas distintas, fazem deles um excelente grupo para
estudar as relacdes parasita-hospedeiro, proporcionando um melhor entendimento dos processos
que determinam a abundancia de helmintos e distribuicio (AHO, 1990; CAMPIAO et al., 2015;
GONZALEZ et al., 2021). Assim, o conhecimento sobre as infecgbes parasitarias helminticas é
uma informac&o importante sobre a biodiversidade dos anuros e pode ajudar a entender como cada
espécie se relaciona com o meio em que vive (LEIVAS et al., 2018). Além disso, devido a
dependéncia que a maioria dos anuros tem de corpos d’agua para se reproduzir e sobreviver, as
variaveis ambientais diretamente relacionadas as propriedades das pocas e, em uma escala mais
ampla, a distribuicdo espacial das pocgas e a caracteristicas da paisagem, (IOP et al., 2020), tornam-
se um fator de ligacdo crucial entre anuros hospedeiros e seus helmintos, influenciando a
composicao e estrutura da comunidade de helmintos (PORTELA et al., 2020).

Os fatores ambientais de larga escala, como a conectividade do habitat e a paisagem
circundante (residéncias, estradas e fragmentos de floresta na area da poca), podem facilitar ou
dificultar a sobrevivéncia, o desenvolvimento, a distribuicdo e a transmissao de formas infecciosas
para 0 hospedeiro (BASUALDO et al., 2007). Ja fatores de escala local, como a vegetacdo nas
margens e na agua das pocas, a temperatura da agua e a densidade do hospedeiro, afetardo a
capacidade dos helmintos de efetivamente se dispersarem entre hospedeiros e entre locais
(KRASNOV et al., 2005). Logo, a estruturacao de comunidades de helmintos de anuros estaria
relacionada com as caracteristicas do habitat e com a distribuicdo geografica dos hospedeiros
(AHO, 1990; BURSEY et al., 2001; MUZZALL et al., 2001; TOLEDO, 2013). Essas categorias
de variaveis ambientais vém sendo usadas em outros estudos com animais e plantas de vida livre
para a compreensdo de padrdes de comunidades bioldgicas relacionadas as caracteristicas
ambientais (NUMA et al., 2009; MATTSSON et al., 2013; BROWNE; KARUBIAN, 2016). Nesse
sentindo, estudos que analisam os efeitos de diferentes fatores ambientais e suas interages nos
ajudaré@o a melhor compreender e prever mudancas nas comunidades de helmintos e nas populagdes
de helmintos (MCDEVITT-GALLES et al., 2018).
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Em escala local, caracteristicas como a densidade e heterogeneidade da vegetacdo aquéatica
e nas margens da poga influenciam as taxas de infeccdo e a composicdo da comunidade de
helmintos (CAMPIAO et al., 2012). As propriedades fisico-quimicas da 4gua s&o cruciais nas taxas
de transmissdo dos helmintos, afetando o comportamento e a imunocompeténcia do hospedeiro
(BLAUSTEIN; JOHNSON, 2003). Tem sido registrado, por exemplo, que variaveis da &gua como
temperatura, umidade, salinidade, pH e oxigénio sdo determinantes importantes na distribuicéo
espacial, infectividade e sobrevivéncia dos estagios infecciosos desses helmintos (PIETROCK &
MARCOGLIESE, 2003; KOPRIVNIKAR et al., 2006, 2007; KOPRIVNIKAR & POULIN, 2009).
A temperatura, por exemplo, é um descritor ambiental crucial para a sobrevivéncia dos helmintos
e hospedeiros, uma vez que pode influenciar a fenologia, que ira alterar o tempo de interacéo
parasita-hospedeiro, afetando as taxas de intensidade de infeccdo e patologia nos hospedeiros
(PAULL; JOHNSON, 2014; GETHINGS et al., 2015). Temperaturas mais altas podem causar
desequilibrio na dindmica de transmissdo da rede, favorecendo o aumento das taxas de
desenvolvimento de helmintos e das taxas de mortalidade de anuros hospedeiros (PAULL et al.,
2012; MORDECAI et al., 2013). Por outro lado, temperaturas mais baixas afetam a taxa de
crescimento, desenvolvimento e metabolismo dos helmintos, diminuindo o sucesso da transmissdo
e infeccdo em hospedeiros anuros (PAULL et al., 2015; HERCZEG et al., 2021).

Os efeitos da espacialidade na dispersdo dos organismos € um padrdo bem estabelecido em
ecologia, uma vez que com o aumento da distancia, ha diminuicdo da similaridade entre as
comunidades bioldgicas (RICKLEFS, 1987; NEKOLA; WHITE, 1999; SOININEN et al., 2007).
A relacdo entre a distancia e a similaridade de comunidades de parasitas foi estudada para varios
grupos de hospedeiros, como mamiferos (BROUAT; DUPLANTIER, 2007; VINARSKI et al.,
2007), peixes (OLIVA; GONZALEZ 2005; KARVONEN; VALTONEN 2009), moluscos
(THIELTGES et al., 2009) e passaros (LOCKE et al., 2011).

A paisagem circundante as pocas constitui um conjunto de fatores locais que afeta
significativamente a transmissdo de helmintos (notadamente trematddeos), ja que os niveis de
infeccdo helmintica podem diminuir ou aumentar em funcéo desses fatores (THIELTGES et al.,
2009). Fatores como a fragmentacdo da paisagem e o consequente isolamento das pogas podem
restringir o acesso de anfibios, passaros e mamiferos a area, evitando assim que os helmintos

infectem outros hospedeiros potenciais (hospedeiros definitivos) (KING et al., 2007). Varios
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estudos avaliaram como os fatores da paisagem afetam helmintos de anuros, incluindo a influéncia
da cobertura florestal (KING et al., 2007; HARTSON et al., 2011; KOPRIVNIKAR & REDFERN,
2012) e a densidade de estradas (URBAN, 2006; KING et al., 2007; KOPRIVNIKAR; REDFERN,
2012) e do tipo preponderante de uso do solo (MCKENZIE, 2007; CAMPIAO et al., 2016;
PORTELA et al., 2020).

O estudo e a consequente compreensao da biodiversidade s&o um grande desafio, pois esta
€ uma area da ciéncia muito ampla, abrangendo, por exemplo, as variagdes entre as espécies dentro
de seus genotipos e fendtipos, bem como as variacdes espaciais e temporais em comunidades e
ecossistemas (CALACA; GRELLE, 2016). Devido a enorme complexidade, a biodiversidade foi
conceitualmente decomposta em varios componentes, sendo a riqueza e a diversidade taxonémica
0s componentes historicamente mais utilizados em estudos ecologicos (GASTON, 1996, PURVIS;
HECTOR 2000, MAGURRAN, 2004). De acordo com estas métricas, todas as especies e
individuos desempenham papéis ecoldgicos equivalentes. No entanto, é sabido que diferentes
organismos desempenham uma variedade de fungGes no meio ambiente (LAWTON, 1994,
GRIME, 1998). Da mesma forma que outros grupos bioldgicos, os helmintos parasitas
normalmente ndo tém suas informacdes de historia de vida incluidas nessas métricas (EUCLYDES
et al., 2021). Nesse sentido, para medir processos ou a influéncia das caracteristicas da historia de
vida do parasita, a diversidade funcional é a faceta da diversidade que considera as diferencas
morfoldgicas, ecolégicas e comportamentais entre as espécies (PETCHEY; GASTON, 2002;
ERNST et al., 2006; VILLEGER et al., 2010).

Vaérios estudos sobre comunidades de plantas e animais de vida livre usam diversidade
funcional para descrever processos ecoldgicos, mas raramente foi usada no estudo de helmintos
parasitas (GOSWAM I et al., 2017; LLOPIS-BELENGUER et al., 2019; EUCLYDES et al., 2021).
O sucesso da infec¢do de espécies de helmintos em diferentes hospedeiros anuros esta relacionado
com algumas caracteristicas morfoldgicas dos helmintos, como o tamanho do corpo e o local da
infeccdo, que podem estar associadas ao seu papel funcional (VIOLLE et al., 2007; LLOPIS-
BELENGUER et al., 2019; EUCLYDES et al., 2021). Portanto, ao medir a diversidade funcional
de comunidades de helmintos, podemos acessar a influéncia de caracteristicas morfoldgicas e
fisiologicas individuais e os processos ecoldgicos por tras da composicdo da comunidade

(PETCHEY et al. 2009). Assim, espera-se que a historia evolutiva e ecoldgica dos hospedeiros
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influencie a variacdo da diversidade funcional nas comunidades de parasitas (EUCLYDES et al.,
2021). Os estudos que abordam a diversidade funcional podem contribuir para a compreenséao de
questdes mais amplas, como processos seletivos, estratégias reprodutivas (TODD, 2007), a
evolucdo da relacdo parasita-hospedeiro e biogeografia (POULIN, 2007; BENTZ et al., 2006;
BRUNNER; EIZAGUIRRE, 2016), contribuindo para a compreensdo dos mecanismos subjacentes
a variabilidade entre as comunidades de parasitas em diferentes espécies de hospedeiros
(EUCLYDES et al., 2021).

Os anuros sdo hospedeiros intermediarios e finais de uma variedade de espécies de
helmintos que exibem uma ampla gama de histérias de vida e de estratégias de transmisséo
(CAMPIAO et al., 2012; GONZALEZ et al. 2021). Muitos helmintos tém ciclos de vida complexos
e, para transmissao, dependem da presenca de uma variedade de vertebrados e invertebrados como
hospedeiros intermediarios. Entretanto, o conhecimento da comunidade de parasitas em anfibios
anuros no Pampa esta restrito a por¢do pampeana Argentina e Uruguaia (GONZALEZ; HAMANN,
2006; HAMANN, 2004; HAMANN et al., 2006), enquanto o Pampa brasileiro carece de
informacBes basicas sobre esse grupo. Nesse sentido, o estudo da helmintofauna em anuros
hospedeiros nos ecossistemas campestres do bioma Pampa brasileiro é de suma importancia para
o conhecimento dos processos ecoldgicos dos parasitas neste ambiente. Assim, compreender 0s
padrBes de distribuicdo em multiplas escalas espaciais é importante como fonte de informacdes
cruciais para descrever as forcas que estruturam e mantém a diversidade bioldgica (HARTE et al.,
2005). Além disso, esses estudos sao importantes por revelar os padrbes que regem as comunidades
e que refletem as caracteristicas do hospedeiro e do parasita (EUCLYDES et al., 2021).

O presente estudo teve como objetivo realizar o levantamento das espécies de helmintos,
apresentar as métricas parasitarias e os 6rgdos de infeccdo de helmintos que ocorrem em oito
espécies de anuros hospedeiros (Boana pulchella, Leptodactylus macrosternum, L. luctator,
Physalaemus cuvieri, P. gracilis, Pseudis minuta, Scinax fuscovarius e S. granulatus) que co-
ocorrem nos campos do bioma Pampa brasileiro. Nés investigamos ainda os preditores da variacao
nas métricas parasitarias e da variagdo na estrutura das comunidades de helmintos em anuros, ao
longo do Pampa brasileiro. NoOs testamos a hipdtese de que as varidveis ambientais estdo
relacionadas as métricas de infeccao parasitaria e a estrutura da comunidade de helmintos, ja que a

dispersdo dos anuros hospedeiros, as caracteristicas dos corpos d’agua e da paisagem que os
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circundam podem afetar as relagGes parasita-hospedeiro (AHO, 1990; POULIN, 2007). Além
disso, considerando a importancia das respostas ecoldgicas que a diversidade funcional nos permite
acessar, nos avaliamos a influéncia de descritores ambientais e das caracteristicas dos anuros
hospedeiros sobre a diversidade funcional dos helmintos. Aqui nossa hipotese é que a diversidade
funcional dos helmintos estd correlacionada com os descritores ambientais e/ou com as
caracteristicas dos anuros hospedeiros. NGs esperamos que os descritores ambientais (por exemplo,
0 tipo de vegetacdo nas bordas dos corpos d agua, a cobertura vegetal na superficie da agua e as
variaveis fisico-quimicas da dgua); assim como as caracteristicas dos anuros (como peso, tamanho
corporal e guilda) influenciam positivamente a diversidade funcional dos helmintos, considerando
caracteristicas funcionais como comprimento do corpo, modo de transmisséo, ciclo de vida, local
da infeccéo, intensidade média da infeccdo e nimero de hospedeiros infectados.
A presente Tese foi organizada em trés artigos, como seguem:

e Artigo 1- trata do levantamento de helmintos encontrados em oito espécies de anuros
hospedeiros estudadas ao longo de quatro regides fisiograficas do bioma Pampa brasileiro.
Nesse capitulo estdo discutidas as espécies de helmintos registradas, as métricas parasitarias
dos helmintos e dos hospedeiros, bem como os érgéos parasitados pelos helmintos.

e Artigo 2- trata sobre testes de hipdteses sobre a relacdo das variaveis ambientais com as
métricas de infeccdo parasitéria e com a estrutura da comunidade de helmintos em oito
espécies de anuros hospedeiros estudadas no bioma Pampa brasileiro.

e Artigo 3 - trata sobre testes de hipoteses sobre a correlacdo dos descritores ambientais e/ou
das caracteristicas dos anuros com a diversidade funcional dos helmintos no bioma Pampa

brasileiro.
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ARTIGO 1

HELMINTOS EM ANUROS NOS CAMPOS NATIVOS DO BIOMA PAMPA

BRASILEIRO
Aline Aparecida Bastos Portela, Luciano Alves dos Anjos & Tiago Gomes dos Santos

RESUMO

Os helmintos parasitas podem atuar no controle da populacdo hospedeira e desempenhar um papel
central na manutencdo da diversidade genética e da estrutura das comunidades de vertebrados e
invertebrados. O presente estudo tem como objetivo fazer o levantamento da helmintofauna de oito
espécies de anuros (Boana pulchella, Leptodactylus macrosternum, L. luctator, Physalaemus cuvieri,
P. gracilis, Pseudis minuta, Scinax fuscovarius e S. granulatus) que ocorrem nos campos nativos do
bioma Pampa brasileiro no estado do Rio Grande do Sul. Aqui, apresentamos descritores quantitativos
de parasitismo e discutimos novos registros geograficos de parasitas para esta regido. Foram coletados
685 anuros, dos quais 491 estavam parasitados por pelo menos uma espécie de parasita (com uma
prevaléncia geral de 71%). Encontramos 15 taxons de Nematoda (larvas de Cosmocercidae, Aplectana
cf. adaechevarriae, Aplectana membranosa, Aplectana meridionalis, Cosmocerca parva, Cosmocerca
podicipinus, Falcaustra mascula, Hedruris orestiae, Ochoterenella sp., Oxyascaris oxyascaris,
Oxyascaris caudactus, Phisalopteridae, Rhabdias sp. 1, R. sp. 2 e larvas ndo identificadas), nove taxons
de Digenea da classe Trematoda (Catadiscus sp. 1, C. pygmaeus , Choledocystus elegans, |,
Glypthelmins biliaris, Gorgoderina parvicava, Haematoloechus ozorioi, Neohaematoloechus neivai e
Rhauschiella proxima, R. pseudium), trés tdxons de Cestoda (Cylindrotaenia americana, Ophiotaenia
sp. e Larvas plerocercoides) e apenas um taxon de Acanthocephala (Pseudoacantocephalus lutzi).
Todos os registros de parasitas constituem novas ocorréncias geograficas para o bioma Pampa
brasileiro.

PALAVRAS-CHAVE: campos subtropicais; parasitas de anuros; Nematoda; Trematoda; hospedeiro
selvagem.



36

ABSTRACT

Parasite helminths can act in host population control and play a central role in maintaining the genetic
diversity and the structure of vertebrate and invertebrate communities. The present study has the objective
of surveying the helminth fauna of eight anuran species (Boana pulchella, Leptodactylus macrosternum,
L. luctator, Physalaemus cuvieri, P. gracilis, Pseudis minuta, Scinax fuscovarius, and S. granulatus) that
occurr in the native grasslands of the Brazilian Pampa biome in the Rio Grande do Sul state. Here, we
present quantitative descriptors of parasitism and discuss new geographical records of parasite helminths
for this region. A total of 685 anurans were collected, of which 491 were parasitized by at least one parasite
species (with an overall prevalence of 71%). We found 15 taxa of Nematoda (Cosmocercidae larvae,
Aplectana cf. adaechevarriae, Aplectana membranosa, Aplectana meridionalis, Cosmocerca parva,
Cosmocerca podicipinus, Falcaustra mascula, Hedruris orestiae, Ochoterenella sp., Oxyascaris
oxyascaris, Oxyascaris caudactus, Phisalopteridae, Rhabdias sp. 1, R. sp. 2, and unidentified larvae), nine
taxa of Digenea of the class Trematoda (Catadiscus sp. 1, C. pygmaeus , Choledocystus elegans, ,
Glypthelmins biliaris, Gorgoderina parvicava, Haematoloechus ozorioi, Neohaematoloechus neivai e
Rhauschiella proxima, R. pseudium), three taxa of Cestoda (Cylindrotaenia americana, Ophiotaenia sp.,
plerocercoid larvae), and only one taxa of Acanthocephala (Pseudoacantocephalus lutzi). All records of
parasite helminths constitute new geographical records for Brazilian Pampa biome.

KEY-WORDS: subtropical grasslands; anuran parasites; Nematoda; Trematoda; wild host.
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INTRODUCAO

O parasitismo é uma relagdo ecoldgica desenvolvida entre individuos de diferentes espécies
e caracterizada por uma associacao intima e duradoura, bem como uma dependéncia metabolica
em varios graus (REY, 2001). Os parasitas podem ser considerados como a “diversidade oculta”
da biodiversidade, uma vez que ndo 0s vemos todos os dias, mas séo de grande importancia para
moldar a diversidade que podemos “ver” (POULIN; MORAND, 2004). Por meio do estudo dos
parasitas, € possivel entender como seus complexos ciclos de vida se integram as complexas teias
alimentares dos ecossistemas. Os parasitas podem atuar no controle da populacdo hospedeira e
desempenhar um papel central na manutencdo da diversidade genética e da estrutura das
comunidades de vertebrados e invertebrados (WINDSOR, 1995).

A reducéo do risco de doencas relacionadas a biodiversidade esta diretamente associada a
um ecossistema equilibrado e estavel (MILLS, 2006; KEESING et al., 2010), mas acGes nesse
sentido requerem o conhecimento dos agentes causadores das doengas. Portanto, para todo estudo
bioldgico e ecoldgico, é necessario primeiro o conhecimento da diversidade e sua distribui¢do
(LINS, 2017). Nesse sentido, os helmintos estdo sendo reconhecidos como importantes
componentes da biodiversidade global, estdo associados a diversos grupos de vertebrados, e tem
seus ciclos de vida influenciados por seus hospedeiros e pelo meio ambiente, sendo, portanto,
excelentes indicadores de biodiversidade em ecossistemas (MARCOGLIESE; CONE, 1997; LINS,
2017).

A associacao entre helmintos e hospedeiros anuros constitui um bom modelo para examinar
os padrdes que governam a estrutura das comunidades de parasitas (AHO, 1990; CAMPIAOQ et al.,
2015). Os tracos de historia de vida dos anuros, com diferentes estratégias reprodutivas, a ocupacao
de uma ampla gama de habitats e relacGes troficas distintas, fazem deles um excelente grupo para
estudar as relagdes parasita-hospedeiro, proporcionando um melhor entendimento dos processos
que determinam a abundancia de helmintos e distribuicio (AHO, 1990; CAMPIAO et al., 2015;
GONZALEZ et al., 2021). Além disso, o conhecimento sobre as infecgbes parasitarias é uma
informacdo importante sobre a biodiversidade dos anuros e pode ajudar a entender como cada
espécie se relaciona com o meio em que vive (LEIVAS et al., 2018).

Nos campos do Sul do Brasil ocorrem cerca de 80 espécies nativas de anuros associados as

diferentes fisionomias campestres, sendo uma parcela importante considerada restrita a esse tipo
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de ecossistema (SANTOS et al., 2014). Entretanto, o conhecimento da comunidade de parasitas
em anfibios anuros no Pampa esta restrito a por¢do pampeana Argentina e Uruguaia (GONZALEZ;
HAMANN, 2006; HAMANN, 2004; HAMANN et al., 2006), enquanto o Pampa brasileiro carece
de informacOes basicas sobre esse grupo. Nesse sentido, o estudo da helmintofauna em anuros
hospedeiros nos ecossistemas campestres do bioma Pampa brasileiro é de suma importancia para
0 conhecimento dos processos ecoldgicos dos parasitas neste ambiente. Assim, o presente estudo
apresenta um levantamento das espécies de helemintos, as métricas parasitarias e 0s 6rgdos dos
infeccdo de helmintos em oito espécies de anuros (Boana pulchella, Leptodactylus macrosternum,
Leptodactylus luctator, Physalaemus cuvieri, Physalaemus gracilis, Pseudis minuta, Scinax

fuscovarius e Scinax granulatus) que ocorrem nos campos do bioma Pampa brasileiro.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

Os anuros foram amostrados em areas campestres nativas ao longo do bioma Pampa (Figura
1), inseridas em quatro diferentes regides fisiograficas (IBGE, 2004) do bioma no Rio Grande do
Sul: Planicie Costeira (municipio de Rio Grande), Cuesta do Haedo (municipio de Alegrete),
Depressao Central (municipio de Sdo Gabriel) e Escudo Sul-rio-grandense (municipios de Santa
Margarida do Sul e Sdo Sepé), entre as latitudes 30 ° e 32 ° S, 6 - 135 m acima do nivel do mar
(HUECK, 1966). O Pampa é um ecossistema rico em fisionomias vegetais (HASENACK et al,
2010), com trés a quatro mil espécies de plantas em uma area de 137.000 km? (OVERBECK et al.,
2007) e inumeras espécies endémicas, como alguns anuros do género Melanophryniscus, das quais
a maioria das espécies ocorrem em dareas que compreendem as formacgOes abertas da zona
subtropical / temperada da América do Sul (PRAMUK et al., 2008). O Pampa ocupava
originalmente cerca de 60% do territério do estado do Rio Grande do Sul, com uma area de 176.496
km2, ou 2,07% do territério brasileiro (SUERTEGARAY; SILVA, 2009) e se estende até o
Uruguai e parte da Argentina (OYARZABAL et al., 2019). Infelizmente, o Pampa brasileiro
experimenta elevada taxa de conversdo de habitat (principalmente devido ao cultivo de soja e
silvicultura), bem como baixa extensdo territorial em Unidades de Conservagdo (MMA 2007,
PILLAR et al., 2009, GAUTREAU; VELEZ 2011, FERREIRA et al., 2012, PILLAR; LANGE
2015). O clima da regido e subtemperado e subtropical (MALUF, 2000), com varia¢fes circanuais
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em temperatura e fotoperiodo, os quais sdo os principais fatores responsaveis pela sazonalidade
climatica na regido do Pampa brasileiro. Assim, durante o outono e inverno os dias sdo curtos,
umidos e frios, incluindo temperaturas negativas concentradas nos meses de junho e julho. Em
contraste, as temperaturas de primavera e verdo atingem, respectivamente, as medias maximas
absolutas de 34°C e 38°C em grande parte da regido (exceto areas serranas). O fotoperiodo no
Pampa brasileiro € menor no més de junho, durante o inverno, totalizando cerca de 10 h diérias de
luz. J& no periodo do verdo, o fotoperiodo atinge o maior comprimento no més de dezembro,
guando totaliza em média 14 h diarias de luz (WREGE et al., 2011; RADIN et al., 2017).

O regime de chuvas varia regionalmente de 1200mm a 1900mm e séo bem distribuidas ao
longo do ano, sem a ocorréncia de estacao seca definida. Entretanto, pode ocorrer um déficit hidrico
superficial durante o verdo causado pela alta evapotranspiracdo que ocorre com as elevadas
temperaturas registradas de dezembro a marco (i.e. 0 volume evaporado pode exceder o volume
precipitado durante o periodo). Em oposicéo, o inverno apresenta a maior disponibilidade hidrica,
quando a temperatura do ar é baixa. Regionalmente, os maiores déficits hidricos superficiais
ocorrem nos campos da Planicie Costeira e do extremo oeste do Pampa, enquanto a maior
disponibilidade hidrica potencial ocorre no limite norte do bioma, em parte dos campos da
Depressao Central e nos campos do Planalto (WREGE et al., 2011; RADIN et al., 2017).

Amostragem dos anfibios hospedeiros

Foi coletado um total de 685 anuros, pertencentes a duas familias: 1) Hylidae: B. pulchella
(n=111), P. minuta (n = 128), S. fuscovarius (n = 91), e S. granulatus (n = 61); 2) Leptodactylidae:
L. luctator (n = 124), L. macrosternum (n = 79), P. cuvieri (n = 30) e P. gracilis (n = 61) (Figura 2
A-H). Os hospedeiros foram amostrados durante o periodo creplscular e noturno, usando o método
de ‘busca em sitios de reproducdo’ (SCOTT JR.; WOODWARD, 1994) ao longo dos 40 corpos
d'agua naturais e seminaturais selecionados em propriedades particulares, de acordo com a
disponilidade e acessibilidade local: nove pocas na regido dos Depressdo Central, 13 na regido dos
Escudo Sul Rio-grandense, 11 na Cuesta de Haedo e sete pocas na Planicie Costeira. Os corpos
d'4gua selecionados apresentaram o valor médio de &rea de 1,031m? (13,7m?-2,934m?,
SD=1,632m?), com hidroperiodo temporario ou permanente, e porcentagem média da cobertura de

vegetacdo no espelho d’agua de 49,6% (0%-100%, DP=37,6%). Todos o0s espécimes coletados
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foram depositados na Cole¢do de Anfibios da Universidade Federal de Santa Maria (ZUFSM),
Departamento de Ecologia e Evolucdo, municipio de Santa Maria, Brasil. Os anuros coletados
foram submetidos a eutanasia com aplicacdo de anestésico na pele (Lidocaina® 10%). Os 6rgéos
internos (trato gastrointestinal, pulmdes, rins, figado, vesicula biliar e bexiga urinaria), a
musculatura dos membros anteriores e posteriores e a cavidade do corpo foram entdo examinados

para a presenca de parasitas.

Amostragem, preparacao e identificacdo dos helmintos

A coleta e o processamento dos helmintos seguiram as técnicas utilizadas por Amato et al.
(1991). Os nematdides foram mortos em solucdo quente (cerca de 60 ° C) de alcool 70%, fixados
e mantidos em alcool 70% e clarificados com lactofenol de Aman (ANDRADE, 2000).
Trematddeos, cestddeos e acantocéfalos foram mortos por compressdo com lamina e laminula,
mantidos umidos com alcool absoluto como fixador e preservados em alcool 70%. Em seguida,
foram corados com carmim cloridrico (ANDRADE, 2000; REY, 2001) e diafanizados com
Eugenol. Os helmintos foram montados em laminas temporarias e examinados com microscépio.
Para a identificacdo, os dados morfométricos e fotomicrografias dos helmintos foram obtidos em
sistema computadorizado de analise de imagens LAZ V4 (Leica Application Suite), adaptado aos
microscopios DM 2500-Leica com sistema de contraste de fase interferencial. As espécies de
testemunho foram depositadas na Colecdo Helmintol6gica do Instituto de Biociéncias de Botucatu

(CHIBB), Departamento de Parasitologia, Universidade Estadual Paulista, Sdo Paulo, Brasil.

Andlises estatisticas

Quatro descritores quantitativos de parasitismo foram calculados para 0s anuros
hospedeiros (de acordo com BUSH et al., 1997): prevaléncia (%), abundancia média (AM),
intensidade média de infeccdo (IMI) e riqueza parasitéria (RP); e para os helmintos foi calculado a
prevaléncia (%) e intensidade média de infeccdo (IMI), representando parametros de infeccdo para
todas as espécies de parasitas encontradas. Nesse sentido, consideramos: 1) Prevaléncia como o
nimero de hospedeiros infectados com pelo menos um parasita dividido pelo nimero total de
anuros examinados; 2) Abundancia média como o nimero total de uma espécie de parasita dividido

pelo nimero total de anuros examinados; 3) Intensidade meédia de infeccdo como o numero total
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de parasitas de uma determinada espécie dividido pelo nimero de hospedeiros infectados com esse
parasita; 4) Riqueza como o nimero total de espécies de parasitas. Todas as médias das métricas
calculadas foram acompanhadas do respectivo erro padrao.

Para testar a suficiéncia de amostragem nos construimos as curvas do coletor baseadas em
amostras, a partir de 100 adi¢des aleatorias das amostras, utilizando o programa EstimateS 9.1.0

(COLWELL, 2016).

RESULTADOS

No total, 5.305 helmintos pertencentes a 28 taxa foram encontrados (Tabela 1A-1B): 15
taxa de Nematoda (Figura 3), nove taxa de Trematoda (Digenea) (Figura 4), trés taxa de Cestoda
(Figura 5), e apenas um taxa de Acanthocephala (Figura 6). Os nematoides representaram 53,5%
do total de taxa registrados, seguidos por trematddeos (32%), cestdides (11%) e acantocefalos
(3,5%). A maioria dos taxa encontrados (15) sdo helmintos parasitas intestinais e 20 taxa foram
encontrados dividindo o0 mesmo 6rgao de infecgdo com apenas mais um taxon (Tabela 2). As curvas
do coletor mostraram formato ascendente para a maioria dos hospedeiros analizados, exceto para
Leptodactylus macrosternum, que se mostrou estabilizada (Figura 7).

Dos 685 hospedeiros anuros analisados, 491 estavam parasitados por pelo menos uma
espécie de parasita (prevaléncia total de 71%). O hospedeiro Physalaemus gracilis apresentou a
maior intensidade de infec¢do (25.3 + 18.7) e abundancia média (20.3 + 16.8) quando comparado
as demais espécies hospedeiras, totalizando 49 individuos parasitados dos 61 analisados (Tabela
3). Os menores valores médios de abundancia e intensidade de infeccdo foram registrados no

hospedeiro Scinax granulatus (Tabela 3).

DISCUSSAO

Nosso estudo foi o primeiro realizado em campos nativos do bioma Pampa brasileiro e
relatou 22 tdxons de parasitas como novos registros para esta regido geografica. As espécies
Choledocystus pseudium (Trematoda), Neohaematoloechus neivai, Hedruris orestiae e Oxyscaris
caudactus (Nematoda) foram registradas pela primeira vez no bioma Pampa (brasileiro, argentino
e uruguaio), demonstrando a diversidade de helmintos nesse bioma. O registro de Hedruris orestiae

é o primeiro do Brasil e 0 segundo registro do género no pais, sendo reportado anteriormente
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também em ambiente campestre na regido dos Campos de Altitude, em Santa Catarina (PORTELA
et al., 2018). Estudos realizados no Pampa argentino e uruguaio também relataram pelo menos 16
dos taxons registrados no presente estudo: Pseudoacantocephalus lutzi (Acanthocephala);
Catadiscus sp., Choledocystus elegans, Gorgoderina parvicava, Haematolechus ozorioi,
Rhauschiella proxima, Rhauschiella pseudium (Digenea); Cylindrotaenia americana e
Ophiotaenia sp. (Cestoda); Aplectana membranosa, Aplectana meridionalis, Cosmocerca parva,
Co. podicipinus, Falcaustra mascula, Physalopteridae, Rhabdias sp. (Nematoda) (CAMPIAO et
al., 2014).

As curvas do coletor apresentaram formato ascendente (exceto para 0 hospedeiro
Leptodactylus macrosternum), indicando que para a maioria das espécies hd expectativa de
incremento no nimero de espécies de helmintos para um tamanho de amostragem maior. Esses
resultados sdo um indicativo que a helmintofauna dos hospedeiros do bioma Pampa brasileiro é
potencialmente diversa, mostrando assim a importancia de estudos sobre helmintos de anuros nesse
bioma.

Com 15 taxa encontrados, os nematdides representaram 53,5% dos helmintos coletados,
constituindo assim a maioria dos helmintos em nosso estudo. Desses nematoides, a maioria
consistia em individuos adultos parasitando o trato gastrointestinal dos anuros e exibindo um ciclo
de vida direto (ANDERSON, 2000). Na verdade, os nematdides sdo o grupo de helmintos mais
frequentemente relatado em anfibios sul-americanos, enquanto os acantocéfalos sdo considerados
raros (CAMPIAO et al., 2014). Nossos dados sugerem que os anuros do bioma Pampa brasileiro
sdo infectados principalmente por espécies generalistas de helmintos, ndo restritos a uma Unica
espécie hospedeira (por exemplo, Oxyascaris oxyascaris e Co. parva), corroborando o padrdo
generalista das comunidades de helmintos associadas aos anuros (AHO, 1990; BURSEY et al.,
2001).

Os nematdides sdo parasitas comuns de anuros, e isso esta associado ao fato de que esses
helmintos podem facilmente infectar um hospedeiro de forma direta, ndo necessitando de
hospedeiros intermediarios para completar seu ciclo biologico (ANDERSON, 2000; HAMANN et
al., 2006). Por exemplo, os nematdides cosmocercideos sdo transmitidos diretamente; o hospedeiro
final é infectado pela ingestdo de ovos contendo larvas infectantes que atingem o trato

gastrointestinal e entdo amadurecem (A. membranosa) ou por larvas infectantes que penetram



43

ativamente através do tegumento do hospedeiro, caso em que os adultos podem alcangar o trato
gastrointestinal mais tarde (C. parva) (ANDERSON, 2000). A infeccdo pulmonar por Rhabdias
ocorre de forma semelhante, mas os helmintos desse género tém fémeas partenogenéticas que
alternam entre os ciclos de vida livre e parasita em anuros (ANDERSON, 2000). As larvas de
fisaldpteros sdo encontradas na mucosa do estdmago de anuros que ingerem insetos infectados por
essas larvas; portanto, o anuro pode ser um hospedeiro definitivo ou paréntico (ANDERSON,
2000; GONZALEZ; HAMANN, 2006).

O segundo grupo mais expressivo em nosso estudo foi o dos trematddeos digenéticos, com
nove taxa representando 32% dos helmintos coletados. Os trematodeos digenéticos necessitam de
um ambiente aquéatico para seu desenvolvimento (TODD, 2007). A maioria desses helmintos
necessita de trés hospedeiros, sendo um deles obrigatoriamente um molusco como hospedeiro
intermediario para completar seu ciclo de vida e, no minimo, dois estagios evolutivos infectantes
(miracidio e cercaria) (ESCH et al., 2002; GALAKTIONOV; DOBROVOLSKIJ, 2003). Os anuros
de hébito aquético, como P. minuta, ou que estejam em contato frequente com a agua
(principalmente para a reproducdo), como L. macrosternum e L. luctator, podem atuar como
hospedeiros definitivos ou intermediarios / paraténicos (ESCH et al., 2002). Os ambientes
aquaticos sao cruciais para a sobrevivéncia e transmissao desses helmintos, ja que diversas espécies
de tremat6deos digenéticos sdo transmitidas através de estagios aquaticos infectantes, e assim a
reproducdo aquéatica dos anuros promove um aumento na transmissao de parasitas e sustenta a
dindmica parasita—hospedeiro persistente (TODD, 2007). Além disso, a infeccdo também pode
ocorrer durante o forrageamento dos anuros em substratos como grama ou vegetacdo aquatica
(HAMANN, 2004), j& que as metacercérias de muitas espécies ficam encistadas na vegetacéo ou
em outros substratos (PIETROCK; MARCOGLIESE, 2003). Esses fatores podem explicar a
diferenga na riqueza de espécies de trematodeos digenéticos registradas entre o hospedeiro aquético
(P. minuta) e os hospedeiros semi-terrestriais (L. macrosternum e L. luctator). O hospedeiro P.
minuta mesmo apresentando uma vida inteiramente aquatica registrou uma menor riqueza desses
helmintos (cinco espécies), enquanto L. macrosternum e L. luctator registraram seis e oito espécies
respectivamente. Por conta dos seus habitos de vida, forragear em ambiente terrestre e utilizar

ambientes aquaticos para a reproducdo, L. macrosternum e L. luctator aumentam as chances de
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serem infectados por diversas espécies de trematddeos digéticos tanto no ambiente aquético e
terrestre.

O terceiro grupo mais expressivo do nosso estudo foi o dos cestodeos, os trés taxa coletados
representando 11% dos helmintos encontrados. Nesse caso, 0s anuros B. pulchella, L.
macrosternum, L. luctator e P. minuta atuaram como hospedeiros definitivos para os cestoides
Ophiotaenia sp. e Cylindrotaenia americana. Os cestddeos do género Ophiotaenia parasitam répteis
e anfibios em todo o mundo (REGO, 1994; DE CHAMBRIER et al., 2017) e apresentam duas
estratégias de ciclo de vida: em uma esses helmintos precisam de trés hospedeiros, os copépodes
plancténicos (primeiro hospedeiro intermediario), peixes ou girinos de anuros (segundo hospedeiro
intermediario) e répteis (hospedeiro definitivo). Na segunda estratégia, precisam de dois hospedeiros,
com uma fase de desenvolvimento no tecido no hospedeiro final e posterior migracdo para o intestino,
sem envolvimento de hospedeiro vertebrado intermediario ou paraténico (BISERKOQV;
KOSTADINOVA, 1997). Ja C. americana apresenta ciclo de vida direto, que evolui em forma de
larva tetratiridio na mucosa do intestino delgado do hospedeiro definitivo (STUMPF, 1982), esse
cestddeo parasita diversas familias de anuros como Bufonidae, Ranidae, Hylidae, Leptodactylidae
e Dendrobatidae (JONES, 1987; BURSEY et al., 2001). Em qualquer caso, a infec¢do de
hospedeiros intermediarios e definitivos ocorre por via oral, independentemente dos taxa do
hospedeiro (YAMAGUTI, 1959).

Entre todos os helmintos relatados neste estudo, os acantocéfalos foram os menos
frequentes, com apenas uma espécie registrada, o que representou 3,5% dos helmintos coletados,
corroborando assim o0 padrdo consistente conhecido para anuros (SMALES, 2007). Os
acantocéfalos foram encontrados apenas no hospedeiro arboricola B. pulchella, sendo que a
transmissdo desses helmintos ocorre pela ingestdo de invertebrados parasitados por cistacantos.
Estes ultimos, ao serem ingeridos infectam o trato gastrointestinal dos anfibios (KENNEDY,
2006), tornando o anuro um hospedeiro definitivo ou paraténico (SMALES 2007; PINHAO et al.,
2009; SANTOS; AMATO 2010). Os acantocéfalos apresentam adaptacdo para infectar uma
diversidade de classes de vertebrados, tanto terrestres quanto aquaticos (KENNEDY, 2006). O
ciclo de vida destes parasitas é indireto, os artrépodes, geralmente crustaceos, (anfipodos,
copepodes, isopodes ou ostracoides) atuam como hospedeiros intermediarios, e os vertebrados

como hospedeiros definitivos, no entanto, hospedeiros paraténicos podem estar presentes
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(SANTOS et al., 2013). Essa versatilidade em parasitar uma grande variedade de hospedeiros
contribui para a maior dispersdo destes parasitas nos ecossistemas aquaticos (SANTOS et al.,
2013). Estudos relatam que acantocéfalos podem causar mudancas de cor ou comportamento de
hospedeiros intermediarios e assim aumentar a taxa de transmissdo do parasita por tornar o
hospedeiro mais susceptivel a predacdo (NICKOL, 2006; KALDONSKI et al., 2007; SANTOS et
al., 2013).

Em relacdo as métricas parasitarias dos helmintos, quem alcangou a maior prevaléncia foi
0 nematdide C. parva (71.9%), no hospedeiro P. gracilis. C. parva € comumente encontrado
parasitando os intestinos dos anuros (BAKER, 1987; GONZALEZ; HAMANN 2007; 2009;
MCALLISTER et al., 2010). Por conta do seu modo de transmissao que ocorre com a penetracao
direta no tegumento do hospedeiro, esses hematdides ndo dependem da sua ingestdo durante o
forregeanto do hospedeiro para completar seu ciclo de vida e, por isso esses helmintos conseguem
infectar um nimero maior de hospedeiros (ANDERSON, 2000). Devido a essas caracteristicas, C.
parva € um helminto parasita tipico de espécies de anuros que habitam ambientes terrestres
(MCALPINE, 1997; BURSEY etal., 2001; GONZALEZ; HAMANN, 2006). A maioria dos anuros
que sao hospedeiros conhecidos de C. parva sdo habitantes do solo da floresta, onde se alimentam
e se reproduzem (SANCHEZ et al., 2010). Ao contrario dos demais hospedeiros, P. gracilis é uma
espécie de anuro tipicamente campestre, que utiliza pocas temporarias e permanetes para
reproducdo, mas busca alimentacdo em ambiente terrestre (OLIVEIRA et al., 2015), e por conta
do seu modo de forrageamento possibilita maior chance de encontro e infec¢do por nematdides
como C. parva.

Ja para tremat6deos digenéticos, as maiores prevaléncias registradas em nosso estudo foram
de Gorgoderina parvicava, encontrada nos hospedeiros Leptodactylus macrosternum (33,3%) e L.
luctator (38,3%). Todas as espécies desse genéro sdo parasitas da bexiga urinaria de anuros e
salamandras e sdo amplamente distribuidas na América do Norte e América do Sul (MATA-
LOPEZ et al., 2005). Estudos da biologia de algumas espécies de Gorgoderina mostraram que a
maioria desses helmintos usam insetos como hospedeiros intermediarios e que para completar o
ciclo de vida precisam ser ingeridos por anuros (KRULL, 1933; RAKIN, 1939; JOURDANE et

al., 1975). Isso explica a maior prevaléncia desses helmintos em nosso estudo, ja que Leptodactylus
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macrosternum e L. luctator sdo anuros generalistas, que consomem diversos insetos em sua dieta,
permitindo assim a infecgdo de um maior nimero de hospedeiros por G. parvicava.

Os resultados das métricas parasitarias dos hospedeiros nos mostram muitas caracteristicas
dos anuros que influenciam a composicao da sua comunidade de helmintos. 1sso porque para 0s
helmintos obterem sucesso na infeccdo nos anuros eles precisam enfrentar caracteristicas desses
hospedeiros que muitas vezes sdo obstaculos para que a transmissdo e infeccdo ocorra. Por
exemplo, em espécies arboricolas, os valores das métricas parasitarias sdo reduzidas quando
comparadas as espécies aquaticas ou terricolas. Isso ocorre porque essas espécies tem um contato
menor com o solo e a agua, onde estdo a maioria das espécies de helmintos, reduzindo a chance de
recrutamento de um ndmero maior de helmintos e reduzindo também a riqueza de espécies. Assim,
a comunidade de helmintos dessas espécies geralmente é formada em sua maioria por nematoides
e em sua minoria por trematddeos digenéticos (TOLEDO et al., 2017; SENA et al., 2018). De fato,
registramos esse padrdo em nosso estudo, ja que os anuros arboricolas Boana pulchella, Scinax
fuscovarius e S. granulatus registraram as menores riquezas de helmintos, mais espécies de
nematoides que que outros grupos de helmintos e as menores taxas de intensidade média de
infeccdo e abundancia média de helmintos (por exemplo, S. granulatus). Além disso, outras
caracteristicas dos anuros sdo importantes para o sucesso de infec¢do dos helmintos, por exemplo,
por serem ectotérmicos, as condi¢cdes ambientais podem influenciar o recrutamento de helmintos
parasitas em potencial, incluindo o desenvolvimento da comunidade de helmintos parasitas (AHO,
1990; AMO et. al., 2005; PIZZATTO et al., 2013).

Ao contrario dos anuros arboricolas, 0s anuros aquaticos, semi-terricolas e terricolas
frequentemente apresentam maiores valores nas métricas parasitarias devido as suas interagdes
mais frequentes com os ambientes aquaticos e terrestres. Portanto, as taxas de infeccdo e de
transmissdo dos helmintos sdo afetadas pelas taxas de alimentagdo do hospedeiro e pelo
comportamento de forrageamento que pode ser aumentado quando o hospedeiro tem preferéncias
alimentares generalistas e usa mais habitats terrestres e aquaticos do que arboricolas; esses
ambientes possibilitam um contato e chance de infecgdo com uma maior diversidade de helmintos
(AHO, 1990; AMO et al., 2005). Além disso, o tamanho corporal dos hospedeiros pode oferecer
maior espaco e diversidade de microhabitats, suportando um maior nimero de parasitas (POULIN;
MORAND, 2004; CAMPIAO et al., 2015). Assim, hospedeiros maiores como o Leptodactylus
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macrosternum e L. luctator possuem maior area de superficie corporal, aumentando a chance de
penetragdo das larvas do parasita (MCALPINE, 1997; POULIN; MORAND, 2004; CAMPIAO et
al., 2016). Em nosso estudo corroboramos esses padrdes, pois as maiores prevaléncias e riquezas
de espécies de helmintos foram registradas nos anuros de maior tamanho corporal: Leptodactylus
macrosternum com 13 espécies registradas e 92,4% de prevaléncia; e L. luctator com 21 espécies
registradas e 92,7% de prevaléncia. Adicionalmente ao tamanho corporal, esses anuros possuem
habitos alimentares generalistas, forrageando diversos microhabitats, mantendo constante contato
com o solo, além de manterem também constante contato com os ambientes aquaticos para a
reproducdo, caracteristicas que aumentam a chance de encontro e infeccdo de uma maior
diversidade de espécies e numero de helmintos (BUSH et al., 2001; CAMPIAO et al., 2015;
TOLEDO, et al., 2017). Além disso, o sistema digestivo dos anfibios possui um nimero limitado
de nichos disponiveis para exploracédo pelos parasitas, uma vez que sao morfologicamente simples
em toda a sua extensdo (AHO, 1990; BARTON, 1999). Isso € corroborado neste estudo, em que
cada individuo das espécies de anuros avaliados possuia, no maximo, duas espécies de helmintos
parasitas no mesmo local.

O conhecimento das comunidades de helmintos parasitas em hospedeiros anuros e 0s
padrGes e processos subjacentes a estrutura dessas comunidades tem crescido no Brasil (e.g.
CAMPIAO et al., 2014; TOLEDO et al., 2017; PORTELA et al., 2020; EUCLYDES et al., 2021).
Esse conhecimento melhora os dados sobre a biodiversidade (e.g. déficit Wallaceano sensu
HORTAL, 2015) e aumenta 0s registros de ocorréncia de espécies de parasitas e suas relagdes com
seus hospedeiros. Isso ajuda a expandir o conhecimento dos padrdes de distribuicdo dessas espécies
e auxilia em estudos futuros sobre as relacfes ecoldgicas parasita-hospedeiro. Nosso estudo
contribui para o conhecimento da helmintofauna associada a anuros nos campos nativos do bioma
Pampa brasileiro, estimulando futuras investigac6es taxondémicas para explorar esta helmintofauna,

uma vez que novas espécies potenciais foram encontradas.
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Figura 1. Localizacdo dos pontos amostrados e regides fisiograficas do bioma Pampa brasileiro, onde os anuros
hospedeiros foram coletados, na primavera e no verdo de 2017, 2018 e 2019.
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Figura 2. Anuros hospedeiros coletados nas quatro regides fisiograficas do Pampa brasileiro: (A) Boana pulchella
(Foto: Samanta lop), (B) Leptodactylus luctator (Foto: Samanta lop), (C) Leptodactylus macrosternum (Foto: Tiago
Gomes dos Santos), (D) Physalaemus cuvieri (Foto: Tiago Gomes dos Santos), (E) Physalaemus gracilis (Foto: Tiago
Gomes dos Santos), (F) Pseudis minuta (Foto: Tiago Gomes dos Santos), (G) Scinax fuscovarius (Foto: Tiago Gomes
dos Santos) e (H) Scinax granulatus (Foto: Tiago Gomes dos Santos) (IOP et al., 2016).
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Figura 3. Nematoides coletados nos anuros amostrados nas quatro regides fisiograficas do Pampa brasileiro: (A)
porcdo anterior de Cosmocercidae, (B) porcdo posterior de Aplectana cf. adaechevarriae, (C) visdo geral do corpo de
Aplectana membranosa, (D) visdo geral do corpo de Cosmocerca parva, (E) porcdo posterior de Cosmocerca
podicipinus, (F) porcéo posterior de Falcaustra mascula, (G) visdo geral do corpo de Hedruris orestiae, (H) visdo
geral do corpo de Ochoterenella sp., (I) visdo geral do corpo de Oxyascaris oxyascaris, (J) por¢do posterior de
Oxyarcaris caudactus, (K) porcéo anterior de Phisalopteridae e (L) visdo geral do corpo de Rhabdias sp. 1.
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Figura 4. Trematddeos coletados nos anuros amostrados nas quatro regides fisiograficas do Pampa brasileiro: (A)
visdo geral do corpo de Catadiscus sp. 1, (B) visdo geral do corpo de Catadiscus pygmaeus, (C) visdo geral do corpo
de Choledocystus elegans, (D) visao geral do corpo de Glypthelmis biliaris, (E) visdo geral do corpo de Gorgoderina
parvicava, (F) visdo geral do corpo de Haematoloechus ozorioi, (G) visdo geral do corpo de Neohaematoloechus
neivai, (H) visdo geral do corpo de Rhauschiella proxima e (1) visdo geral do corpo de Rhauschiella pseudium.
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Figura 5. Cestddeos coletados nos anuros amostrados nas quatro regides fisiogréaficas do Pampa brasileiro: (A) visao
geral do corpo de Cilindrotaenia americana, (B) viséo geral do corpo de Ophiotaenia sp. e (C) visdo geral do corpo
da larva plerocercoide.
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2 mm

Figura 6. Pseudoacantocephalus lutzi coletado no hospedeiro Boana pulchella, amostrado nas quatro regides
fisiograficas do bioma Pampa brasileiro.
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Figura 7. Curvas cumulativas para espécies de helmintos em oito espécies de anuros hospedeiros coletados em quatro
regides fisiograficas do Pampa brasileiro: Boana pulchella (A), Leptodactylus luctator (B), Leptodactylus
macrosternum (C), Physalaemus cuvieri (D), Physalaemus gracilis (E), Pseudis minuta (F), Scinax fuscovarius (G) e
Scinax granulatus (H). Os pontos expressam a curva cumulativa média, gerada por 100 adi¢des aleatorias das
amostras, e as barras verticais indicam a variagao possivel em torno da curva média (intervalo de confiangade 95%).
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TABELAS

Tabela 1A. Helmintos encontrados em oito espécies de hospedeiros anuros coletados em campos
nativos ao longo do bioma Pampa brasileiro. Prevaléncia (%), intensidade media de infec¢éo (IMI)
+ EP. Anuros hospedeiros: Boana pulchella (Bpu), Leptodactylus macrosternum (Lma),
Leptodactylus luctator (Llu), Physalaemus cuvieri (Pcu).

Parasitas Bpu Lma Llu Pcu
% IMI£tEP % IMItEP % IMItEP % IMItEP

Acanthocephala
Pseudoacantocephalus 36 5+0.6

lutzi

Trematoda

Catadiscus sp. 1 244 306 15 9x36

Catadiscus pygmaeus 244 6+33 30 9zx32

Choledocystus elegans 3.7 2+£03 111 28+1 12 291

Glypthelmins biliaris 21 25%0

Gorgoderina 333 55+1 38 3x05

parvicava

Haematoloechus ozorioi 44 545 96 3x06
Neohaematoloechus

neivai

Rhauschiella proxima 30 306

Rhauschiela pseudium 89 352 11 7.0zx0

Cestoda

Cylindrotaenia 98 1x0.2

americana

Ophiotaenia sp. 156 2+06 10 2+05

Larvas plerocercéides 1.2 3.0+x0 11.1 10+0 85 3+0.6

Nematoda

Cosmocercidae 1.1 10+x0 33 1.0+0
Aplectana cf. 18 25%0

adaechevarriae

Aplectana membranosa 96 371 267 34%1
Aplectana meridionalis

Cosmocerca parva 73 25x1 244 29+1 20 34%£1 567 39zx1
Cosmocerca 11 100

podicipinus

Falcaustra mascula 22 30+x0 11 20zx0

Hedruris orestiae 133 128+9 85 75%3

Ochoterenella sp.
Oxyascaris oxyascaris 98 2+05 311 36+1 43 48+1 33 200

Oxyscaris caudactus 11 100
Physalopteridae 32 13%0
Rhabdias sp. 1 222 180 23 211
Rhabdias sp. 2 300 38z%1

Larvas ndo identificadas 12 56+ 27.6
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Tabela 1B. Helmintos encontrados em oito espécies de hospedeiros anuros coletados em campos
nativos ao longo do bioma Pampa brasileiro. Prevaléncia (%), intensidade media de infeccéo (IMI)
+ EP. Anuros hospedeiros: Physalaemus gracilis (Pgr), Pseudis minuta (Pmi), Scinax fuscovarius
(Sfu) e Scinax granulatus (Sgr).

Parasitas Pgr Pmi Sfu Sgr
% IMItEP % IMI+EP % IMI+*EP % IMI£EP

Acanthocephala

Pseudoacantocephalus

lutzi

Trematoda

Catadiscus sp. 1 1.8 10+£0 247 22+£03

Catadiscus pygmaeus 29.9 33zx05

Choledocystus elegans 77 100
Glypthelmins biliaris

Gorgoderina parvicava 13 10x0 24 1.0£0

Haematoloechus ozorioi

Neohaematoloechus 39 3712

neivai

Rhauschiella proxima

Rhauschiela pseudium 1.8 20+0 247 36zx09

Cestoda

Cylindrotaenia

americana

Ophiotaenia sp. 117 28+07

Larvas plerocercoides 78 45%10

Nematoda

Cosmocercidae 1.8 1000£0 1.3 20+0 268 33%x07 77 100
Aplectana cf.

adaechevarriae

Aplectana 2.4 1.0£0

membranosa

Aplectana 105 7.0x3.0

meridionalis

Cosmocerca parva 719 36+04 244  23+x05 77 400
Cosmocerca 1.8 70+£0 1.3 100

podicipinus

Falcaustra mascula 13 20zx0

Hedruris orestiae 35 15+£05 182 6.6x16

Ochoterenella sp. 13 10x0

Oxyascaris oxyascaris 140 41+17 13 10x0 98 15+05 30.8 18x05
Oxyscaris caudactus

Physalopteridae

Rhabdias sp. 1

Rhabdias sp. 2 35 3.0+£20 2.4 1.0+0 7.7 100
Larvas ndo identificadas
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Tabela 2. Orgdo de infeccdo de helmintos em anuros hospedeiros coletados ao longo de campos
nativos do bioma Pampa brasileiro. Locais de infeccdo: intestino delgado (ID); intestino grosso
(IG); cavidade corporal (CC); estdbmago (E); pulmdes (P); musculo (M); bexiga urinaria (BU);
vesicula biliar (V).

Parasitas Orgéo de infeccdo Ocorrem com outro taxon

no 6rgéo

Acanthocephala

Pseudoacantocephalus  lutzi E N&o
Trematoda
Catadiscus sp. 1 ID, IG Sim
Catadiscus pygmaeus ID, IG Sim
Choledocystus elegans ID, IG Sim
Glypthelmins biliaris \% Né&o
Gorgoderina parvicava BU N&o
Haematoloechus ozorioi P Sim
Neohaematoloechus neivai P Sim
Rhauschiella préxima ID Sim
Choledocystus pseudium ID, IG Sim
Cestoda ID, IG Sim
Cylindrotaenia americana ID, IG Sim
Ophiotaenia sp. ID, IG Sim
Larvas plerocercoides ID, IG Sim
Nematoda
Cosmocercidae ID, IG Sim
Aplectana cf. adaechevarriae ID Sim
Aplectana membranosa ID Sim
Aplectana meridionalis ID Sim
Cosmocerca parva ID, IG Sim
Cosmaocerca podicipinus ID, IG Sim
Falcaustra mascula ID Sim
Hedruris orestiae E Né&o
Ochoterenella sp. CcC Né&o
Oxyascaris oxyascaris ID, IG Sim
Oxyscaris caudactus ID Sim
Physalopteridae E Né&o
Rhabdias sp. 1 P Sim
Rhabdias sp. 2 P Sim

Larvas ndo identificadas ID, IG Sim
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Tabela 3. Anuros hospedeiros e helmintos coletados ao longo de campos nativos do bioma Pampa
brasileiro: hospedeiros coletados/hospedeiros parasitados (HC/HP), helmintos parasiatas coletados
(HPC), % de prevaléncia, abundancia média (AM + EP), intensidade média de infec¢do (IMI

EP), riqueza total (RT).

Hospedeiro HC/HP HPC % AM = EP IMI £ EP RT
Boana pulchella 111/64 867 57.7 6.7x+3.3 7.8+£3.3 7
Leptodactylus macrosternum 79/73 766 924 9.7+12 10917 13
Leptodactylus luctator 124/115 1459 92.7 118+1.3 127+14 21
Physalaemus cuvieri 30/26 140  86.7 4.7+0.7 54+10 5
Physalaemus gracilis 61/49 1241 86 20.3+16.8 25.3+18.7 9
Pseudis minuta 128/91 524 71.1 41+05 5.8+05 13
Scinax fuscovarius 91/42 254  46.2 28+0.3 6.0£04 6
Scinax granulatus 61/31 54 50.8 09+0.2 1.7+£03 5
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ARTIGO 2

COMO AS VARIAVEIS AMBIENTAIS INFLUENCIAM AS
COMUNIDADES DE HELMINTOS EM ANUROS NO PAMPA
BRASILEIRO?

Aline Aparecida Bastos Portela, Luciano Alves dos Anjos & Tiago Gomes dos Santos
RESUMO

A associacdo dos helmintos com anuros € um bom modelo para examinar os padrdes que regem a
estrutura das comunidades de parasitas e hospedeiros. No entanto, existem muitas lacunas abertas
sobre quais varaveis ambientais sdo mais importantes na estruturacdo de comunidades de helmintos
e métricas parasitarias, informac6es importantes que poderiam subsidiar um conjunto adicional de
novas questdes e abordagens ecoldgicas. Dessa forma, o presente estudo testou a influéncia das
caracteristicas ambientais (variaveis em nivel de paisagem, da espacialidade e locais- i.e. das pogas)
nas métricas parasitarias e na estrutura das comunidades de helmintos parasitando oito espécies de
anfibios anuros, ao longo de 40 pocas distribuidas em diferentes regides fisiograficas do bioma
Pampa brasileiro. A espacialidade das pocas néo foi relacionada com a variagdo em nenhuma das
métricas de infeccdo parasitaria dos anuros hospedeiros (p > 0,05), mas explicou parte da variacao
na estrutura da comunidade de helmintos em alguns hospedeiros. J& para as variaveis locais
(vegetacdo aquaética, cobertura vegetal emergente, pH, total de sélidos dissolvidos e hidroperiodo)
e da paisagem (distancia de estradas e distancia de fragmento florestal) foram importantes para
explicar parte da variacdo da estrutura da comunidade de helmintos e das métricas parasitarias.
Desta forma, nossas analises sugerem que as varidveis ambientais em diferentes escalas
influenciam a estrutura da comunidade de helmintos e as métricas parasitarias, mas que aquelas em
escala local sdo preponderantes. Nossos resultados demonstram a importancia da heterogeneidade
das pocas sobre a estrutura da comunidade de helmintos e as métricas parasitarias de anuros no
Pampa, contribuindo para o conhecimento dos processos abi6ticos envolvidos na estruturacdo das
comunidades de helmintos.

PALAVRAS-CHAVE: métricas do parasitismo; Anura; Campos Sulinos; pocas.
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ABSTRACT

The association between helminths and anurans is a good model for examining the patterns that govern
the structure of host and parasite communities. However, there are many open gaps about which
environmental variables are most important in structuring helminth communities and parasitic metrics,
important information that could promoult an additional set of new ecological questions and
approaches. Thus, in the present study we tested the influence of environmental variables (variables at
the level of landscape, spatiality and locations — e.g. of ponds) on parasitic metrics and on the structure
of helminth communities parasitizing eight species of anuran amphibians. Our study was carried out
along 40 ponds distributed in different physiographic regions of the Brazilian Pampa biome. The
spatiality of the ponds was not related to the variation in any of the metrics of parasitic infection of host
anurans (p > 0.05), but explained part of the variation in the structure of the helminth community for
most anuran hosts. For the local variables (number of aquatic vegetation types, emerging vegetation
cover, pH, total dissolved solids, and hydroperiod) and landscape (distance from roads and distance
from forest fragment) were important to explain part of the variation in the structure of the helminth
communities and the parasitic metrics. Thus, our analyzes suggest that environmental variables at
different scales influence the structure of the helminth community and parasitic metrics, but that those
at a local scale are preponderant. Our results demonstrate the importance of pond heterogeneity on the
structure of the helminth communities and on the parasitic metrics of anurans in the Pampa, contributing
to the knowledge of the abiotic processes involved in the structuring of helminth communities.

KEY-WORDS: descriptors of parasitism; Anura; South Brazilian grasslands; ponds.
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INTRODUCAO

A associacdo entre helmintos e anuros hospedeiros € um bom modelo para examinar 0s
padrdes que regem a estrutura de comunidades de parasitas (AHO, 1990; CAMPIAO et al., 2015;
GONZALEZ et al., 2021). Devido & dependéncia que a maioria dos anuros tem de corpos d’agua
para se reproduzir e sobreviver, as variaveis ambientais diretamente relacionadas as propriedades
das pocas e, em uma escala mais ampla, (distribuicdo espacial das pocas e a caracteristicas da
paisagem) (IOP et al., 2020), tornam-se um fator de ligacdo crucial entre anuros hospedeiros e seus
helmintos, influenciando a composicao e estrutura da comunidade de helmintos (PORTELA et al.,
2020). Fatores ambientais de larga escala, como a conectividade do habitat e a paisagem
circundante (residéncias, estradas e fragmentos de floresta na area da poca), podem tornar dificeis
ou faceis a sobrevivéncia, o desenvolvimento, a distribuicdo e a transmissdo de formas infecciosas
para o hospedeiro (BASUALDO et al., 2007). Ja fatores de escala local, como a vegetacdo nas
margens e na agua das pocas, a temperatura da dgua e a densidade do hospedeiro, afetardo a
capacidade dos helmintos de efetivamente se dispersam entre hospedeiros e entre locais
(KRASNOV et al., 2005). Logo, a estruturacdo de comunidades de helmintos de anuros estaria
relacionada com as caracteristicas do habitat e com a distribuicdo geografica dos hospedeiros
(AHO, 1990; BURSEY et al., 2001; MUZZALL et al., 2001; TOLEDO, 2013). Essas categorias
de varidveis ambientais vém sendo usadas em outros estudos com animais e plantas de vida livre
para a compreensdo de padrdes de comunidades bioldgicas relacionadas a caracteristicas
ambientais (NUMA et al., 2009; MATTSSON et al., 2013; BROWNE; KARUBIAN, 2016). Nesse
sentindo, estudos que analisam os efeitos de cada fator ambiental e suas interacdes nos ajudardo a
melhor compreender e prever mudangas nas comunidades de helmintos e nas populacdes de
helmintos (MCDEVITT-GALLES et al., 2018).

Em escala local, caracteristicas como a densidade e heterogeneidade da vegetacdo aquatica
e nas margens da poca influenciam as taxas de infecgdo e composic¢ao da comunidade de helmintos
(CAMPIAO et al., 2012). As propriedades fisico-quimicas da &gua sdo cruciais nas taxas de
transmissdo dos helmintos, afetando o comportamento e a imunocompeténcia do hospedeiro
(BLAUSTEIN; JOHNSON, 2003). Tem sido registrado, por exemplo, que variaveis da agua como

temperatura, umidade, salinidade, pH e oxigénio sdo determinantes importantes na distribuigdo
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espacial, infectividade e sobrevivéncia dos estdgios infecciosos desses helmintos (PIETROCK;
MARCOGLIESE, 2003; KOPRIVNIKAR et al., 2006, 2007; KOPRIVNIKAR; POULIN, 2009).
Os efeitos da distribuicdo espacial das pocas na dispersdo dos organismos é um padrdo bem
estabelecido em ecologia, uma vez que com o aumento da distancia, ha diminuicdo da similaridade
entre as comunidades bioldgicas (RICKLEFS, 1987; NEKOLA; WHITE, 1999; SOININEN et al.,
2007). A relagéo entre a distancia e a similaridade de comunidades de parasitas foi estudada para
varios grupos de hospedeiros, como mamiferos (BROUAT; DUPLANTIER, 2007; VINARSKI et
al., 2007), peixes (OLIVA; GONZALEZ 2005; KARVONEN; VALTONEN 2009), moluscos
(THIELTGES et al., 2009) e passaros (LOCKE et al., 2011).

A paisagem circundante as pocas é um fator que afeta significativamente a transmisséo de
helmintos (notadamente trematddeos), dependendo das caracteristicas da paisagem o0s niveis de
infeccdo pode aumentar ou diminuir (THIELTGES et al., 2009). Fatores como a fragmentacédo da
paisagem e o isolamento das pocgas podem restringir o acesso de anfibios, passaros e mamiferos a
area, evitando assim que os helmintos dessas pogas infectem outros hospedeiros potenciais
(hospedeiros definitivos) (KING et al., 2007). Vérios estudos avaliaram como os fatores da
paisagem afetam helmintos de anuros, incluindo a influéncia da cobertura florestal (KING et al.,
2007; HARTSON et al., 2011; KOPRIVNIKAR; REDFERN, 2012) e a densidade de estradas
(URBAN, 2006; KING et al., 2007; KOPRIVNIKAR; REDFERN, 2012) e do tipo preponderante
de uso do solo (MCKENZIE, 2007; CAMPIAO et al., 2016; PORTELA et al., 2020).

Os anuros sdo hospedeiros intermediarios e finais de uma variedade de espécies de
helmintos que exibem uma ampla gama de histérias de vida e de estratégias de transmissdo
(CAMPIAO et al., 2012; GONZALEZ et al., 2021). Muitos helmintos tém ciclos de vida
complexos e, para transmissdo, dependem da presenca de uma variedade de vertebrados e
invertebrados como hospedeiros intermediarios. Portanto, compreender os padrdes de distribui¢do
em multiplas escalas espaciais é importante como fonte de informacgGes cruciais para descrever as
forcas que estruturam e mantém a diversidade bioldgica (HARTE et al., 2005). Dessa forma, o
presente estudo teve como objetivo investigar os preditores da variagcdo nas metricas parasitarias
na estrutura das comunidades de helmintos em anuros, ao longo do Pampa brasileiro. Nos testamos
a hipotese de que as variaveis ambientais estdo relacionadas as métricas de infecgdo parasitéria e a

estrutura da comunidade helmintos, ja que a dispersdo dos anuros hospedeiros, as caracteristicas
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dos corpos d’agua e da paisagem que os circunda podem afetar as relagdes parasita-hospedeiro

(AHO, 1990; POULIN, 2007).

MATERIAL E METODOS
Area de Estudo

Os anuros foram amostrados em areas campestres ao longo do bioma Pampa (Figura 1),
inseridas em quatro diferentes regioes fisiograficas (IBGE, 2004) do bioma no Rio Grande do Sul:
Planicie Costeira (municipio de Rio Grande), Cuesta de Haedo (municipio de Alegrete), Depressado
Central (municipio de S3o Gabriel) e Escudo Sul-rio-grandense (municipios de Santa Margarida
do Sul e Sao Sepé), entre as latitudes 30 ° e 32 ° S, 6 - 135 m acima do nivel do mar (HUECK,
1966). O Pampa € um ecossistema rico em fisionomias vegetais (HASENACK et al, 2010), com
trés a quatro mil espécies de plantas em uma area de 137.000 km2 (OVERBECK et al., 2007) e
inimeras espécies endémicas, como alguns anuros do género Melanophryniscus, das quais a
maioria das espécies ocorrem em areas que compreendem as formacdes abertas da zona subtropical
/ temperada da América do Sul (PRAMUK et al., 2008). O Pampa ocupava originalmente cerca de
60% do territorio do estado do Rio Grande do Sul, com uma éarea de 176.496 km2, ou 2,07% do
territorio brasileiro (SUERTEGARAY; SILVA, 2009) e se estende até o Uruguai e parte da
Argentina (OYARZABAL etal., 2019). Infelizmente, o Pampa brasileiro experimenta elevada taxa
de conversdo de habitat (principalmente devido ao cultivo de soja e silvicultura), bem como baixa
extensdo territorial cobertura em Unidades de Conservacdo (MMA, 2007, PILLAR et al. 2009,
GAUTREAU; VELEZ 2011, FERREIRA et al., 2012, PILLAR; LANGE 2015). O clima da regido
é subtemperado e subtropical (MALUF, 2000). No periodo outono-inverno, os dias sdo curtos e
frios, incluindo temperaturas negativas concentradas nos meses de junho e julho (e.g. minimas
médias absolutas de até -4°C). Em contraste, as temperaturas de primavera e verdo atingem,
respectivamente, as médias maximas absolutas de 34°C e 38°C em grande parte da regido (exceto
areas serranas). O menor comprimento de fotoperiodo € del0 h diarias de luz em junho (inverno)
e 0 maior no més de dezembro, alcangando 14 h diarias de luz (WREGE et al., 2011; RADIN et
al., 2017). As chuvas variam regionalmente de 1200mm até 1900mm e sdo bem distribuidas ao
longo do ano, sem a ocorréncia de estacao seca definida. Entretanto, pode ocorrer um déficit hidrico

superficial durante o verdo causado pela alta evapotranspiracdo que ocorre com as elevadas
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temperaturas registradas de dezembro a margo. Em oposi¢cdo, 0 inverno apresenta a maior
disponibilidade hidrica ocorre, quando a temperatura do ar é baixa e a umidade é alta (WREGE et
al., 2011; RADIN et al., 2017).

Amostragem dos anfibios hospedeiros

Foi amostrado um total de 40 pogas natuaris ou seminaturais em propriedades particulares,
de acordo com a disponilidade e acessibilidade local: nove pocas na regido dos Depressao Central,
13 na regido dos Escudo Sul Rio-grandense, 11 na Cuesta de Haedo e sete poc¢as na Planicie
Costeira (Tabela 1). A distancia média entre as pogas variou de 501m (DP = 361m) no Escudo Sul
Rio-grandense, até 886m (DP = 412m) na Cuesta de Haedo. A distancia média entre as pogas na
Depressao Central e na Planicie Costeira foi, respectivamente, de 657m (DP = 409m) e 805m (DP
= 677m). As pocas apresentaram area média de 1,031m? (13,7m?-2,934m?, DP=1,632m?).

A amostragem dos anuros foi realizada na primavera e verdo de 2017, 2018 e 2019 que
corresponde ao periodo de maior atividade reprodutiva dos anuros no sul do Brasil (SANTOS et
al., 2008). Para a amostragem dos anuros adultos, foi utilizada a busca em sitios de reproducéo
(sensu SCOTT JR.; WOODWARD, 1994). Assim, a procura por anuros foi realizada durante o
periodo crepuscular e noturno, ao longo das margens de pocas disponiveis. O esforco de
amostragem foi proporcional ao tamanho e complexidade dos corpos d’agua (sensu SCOTT JR.;
WOODWARD, 1994). Foi coletado um total de 685 anuros, pertencentes a duas familias: 1)
Hylidae: Boana pulchella (n = 111), Pseudis minuta (n = 128), Scinax fuscovarius (n = 91), e
Scinax granulatus (n = 61); 2) Leptodactylidae: Leptodactylus macrosternum (n = 79),
Leptodactylus luctator (n = 124), Physalaemus cuvieri (n = 30) e Physalaemus gracilis (n = 61).
Os anuros foram eutanasiados com aplicacdo de anestésico sobre a pele (lidocaina® 10%). Os
orgdos internos (pulmdo, estdmago, intestino delgado e intestino grosso, rins, vesicula biliar,
bexiga), bem como a musculatura dos membros anterior e posterior e a cavidade celomatica foram

examinados quanto a presenca de helmintos.

Amostragem, preparacao e identificacdo dos helmintos
A coleta e o processamento dos helmintos seguiram as técnicas utilizadas por Amato et al.

(1991). Os nematoides foram mortos em solucdo de alcool 70% quente (cerca de 60°C), fixados e
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conservados em alcool 70%. Os acantocéfalos, trematddeos e cestoides foram mortos por meio de
compressdo com lamina e laminula, mantidas imidas com alcool absoluto como fixador. Para
corar oS trematodeos, acantocéfalos e cestoides, foi usada a técnica do carmin cloridrico
(ANDRADE, 2000; REY, 2001) e os nematoides foram clarificados com a técnica do lactofenol
de Aman (ANDRADE, 2000), apds foram montadas laminas temporérias e examinadas com o
auxilio do microscopio. Os dados morfométricos e fotomicrografias dos helmintos foram obtidos
em sistema computadorizado para analise de imagens LAZ V4 (Leica Application Suite), adaptado
aos microscopios DM 2500-Leica com o sistema de contraste interferencial de fase. Os espécimes-
testemunho serdo depositados na Colecdo Helmintoldgica do Instituto de Biociéncias de Botucatu
(CHIBB).

Variaveis ambientais

Registramos varidveis ambientais organizadas em trés grupos: i) escala de paisagem, ii)

espacialidade das pocas, e iii) escala local, representando a heterogeneidade das pogas.
Para representar a paisagem, foi registrada a menor distancia de cada poca em relacéo a: estradas,
fragmentos florestais e residéncias humanas. A distribuicdo espacial das pocas amostradas foi
descrita através dos Mapas de Autovetores de Moran (MEMs, “Moran’s Eigenvector Maps”), com
base nas coordenadas geograficas registradas em campo (BORCARD et al., 2011).

As variaveis locais registradas como descritoras da heterogeneidade das pogas foram:
ndmero de tipos estruturais de hidrofitas presentes nos corpos d’agua (emersas, imersas e
flutuantes); nimeros de tipos estruturais de vegetacdo presentes em buffers de 1 m e 5 m no entorno
dos corpos d’agua (herbacea, arbustiva, arborea); hidroperiodo (permanente ou temporario);
origem dos corpos d"agua (natural ou antrdpica) e porcentagem de cobertura vegetal no espelho
d’agua. Adicionalmente, foram registradas sete varidveis fisico-quimicas da &gua (temperatura,
solidos totais dissolvidos, salinidade, pH, oxigénio dissolvido, condutividade elétrica e turbidez),

usando uma sonda multi-parametro Horiba®.

Andlises estatisticas
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As métricas quantitativas de parasitismo (prevaléncia, abundancia media e intensidade
média) foram calculadas segundo Bush et al. (1997), para todas as espécies de helmintos, incluindo
média e respectivo erro padrdo.

Para avaliar a influéncia de diferentes conjuntos de varidveis ambientais (escala de
paisagem, espacialidade e local) sobre as métricas quantitativas de parasitismo dos helmintos, nos
utilizamos analises de Regressdo Lineares Generalizadas (GLM), separadamente para cada
espécies de anuro hospedeiro. Os filtros espaciais foram obtidos no programa SAM 4.0 (Analise
Espacial em Macroecologia) (RANGEL et al., 2006). As métricas de infec¢cdo parasitaria foram
transformadas (log (x + 1)), assim como alguns dados ambientais, conforme inspecdo prévia
através de gréaficos de dispersdo (CLARKE et al, 2014). Os modelos foram construidos com a
inclusdo de variaveis passo-a-passo (“forward stepwise”, ZAR, 1999). As analises de GLM foram
realizadas no programa STATISTICA 10 (STATSOFT, 2000).

Para avaliar a influéncia das varidveis ambientais na variacdo da estrutura das comunidades
de helmintos n6és usamos modelos lineares baseados na distancia (DistLM), para cada anuro
hospedeiro. Essa andlise foi baseada em matriz de similaridade (Bray-Curtis) calculada a partir da
abundancia de helmintos previamente transformada por ponderacdo de dispersdo de espécies
(indicado para reduzir os efeitos de espécies com padrdes de distribuicdo distintos), seguido pela
transformacdo de raiz quadrada (para diminuir o peso das contribuicdes de espécies
quantitativamente dominantes para as semelhancas calculadas entre as amostras) (CLARKE et al.,
2006, 2014). As variaveis ambientais foram transformadas (por (log (x + 1) ou raiz quadrada)
sempre que necessario e de acordo com inspecdo prévia (CLARKE; WARWICK, 1994). Noés
calculamos uma matriz de correlacdo (Pearson) entre as variaveis ambientais e ndo detectamos
varidveis altamente correlacionadas (r>0.80). A selecdo dos melhores modelos foi realizada
utilizando o Critério de Informacdo de Akaike corrigido (AICc), em combinacdo com a fungdo
BEST para a inclusdo de variaveis (ANDERSON et al., 2008). Quando mais de uma variavel foi
incluida no modelo mais parcimonioso, nos utilizamos uma Andlise de Redundancia baseada em
distancia (db-RDA) para melhor interpretar a influéncia das variaveis preditoras na distribuicéo
espacial das amostras (ANDERSON et al., 2008). Em todas as analises foram realizadas 9999
permutacdes. As andlises foram realizadas no software PRIMER-E 7.0 (CLARKE; GORLEY,
2015).
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RESULTADOS
Foram registradas 28 taxa de helmintos: 15 do Filo Nematoda, nove da classe Trematoda

(Digenea), trés da classe Cestoda e um de Acanthocephala.

Variagdo nas métricas de infeccdo parasitaria

As varidveis da espacialidade das pocas ndo foram relacionadas com a variacdo em
nenhuma das métricas de infeccdo parasitaria dos anuros hospedeiros (p > 0,05). Ja as variaveis
locais e da paisagem foram importantes para explicar parte da variacdo das métricas. O pH foi
positivamente relacionado com a intensidade média de infec¢cdo e a abundancia de helmintos em
Leptodactylus luctator, bem como com a prevaléncia de helmintos em Scinax granulatus (Figura
2A e B). O total de solidos dissolvidos foi negativamente correlacionado com a prevaléncia de
infeccdo em Physalaemus gracilis (Figura 2C). O hidroperiodo permanente foi positivamente
relacionado com a intensidade média de infeccdo em Scinax fuscovarius. A distancia de fragmento
florestal foi positivamente relacionada com a prevaléncia, a intensidade média de infeccdo e a
abundancia de helmintos em Pseudis minuta (Figura 2D). Nenhum descritor ambiental foi capaz
de explicar as métricas do parasitismo em Boana pulchella e Leptodactylus macrosternum (p >
0,05) (Tabela 2). N&o foi possivel realizar essa analise para Physalaemus cuvieri devido ao baixo

namero de pogas com a presenca desse hospedeiro.

Variacdo na estrutura das comunidades de helmintos

A selecdo de modelos lineares (DistLM) para Boana pulchella incluiu o filtro espacial (i.e.
distribuicdo espacial das pocas) e a distancia de estrada como determinantes da variagcdo na
estrutura da comunidade de helmintos. O modelo final explicou 23,54% da variacdo dos dados, 0
filtro espacial explicou 17,51% e foi relacionado ao eixo 1 da db-RDA (r = 0,957); enquanto a
distancia de estrada explicou 6,03% da variacdo e foi correlacionada com o eixo 2 (r = 0,957)
(Figura 2A).

Para Pseudis minuta, a DistLM revelou que o filtro espacial e o pH foram as variaveis que
melhor explicaram a variagdo na estrutura da comunidade de helmintos. O filtro espacial explicou

20,53% da variacdo dos dados e foi correlacionado com o eixo 2 da db-RDA (r = 0,808), ja o pH
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explicou 7,65% da variagdo dos dados e foi correlacionado com o eixo 1 db-RDA (r = 0,808).
Assim, o modelo final explicou 28,18% da variacdo dos dados (Figura 2B).

O numero de tipos de hidréfitas (emersas, imersas e flutuantes) foi a variavel que melhor
explicou a variacdo na estrutura das comunidades de helmintos em Leptodactylus luctator (12,44%
da variacdo) e em Physalaemus gracils (25,67% da variagcdo). A variagdo na estrutura da
comunidade de helmintos de Leptodactylus macrosternum foi melhor explicada pelo filtro espacial
(13,28% da variacdo). Para Scinax fuscovarius, a porcentagem de cobertura vegetal no espelho
d’agua explicou 16,55% da variagdo, enquanto o hidroperiodo da poga explicou 56,76% da
variacgdo na estrutura da comunidade de helmintos de Physalaemus cuvieri. Para Scinax granulatus,

nenhuma variavel foi selecionada.

DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que a fauna helmintica dos anuros na regido do Pampa no sul
do Brasil é influenciada pelas variaveis locais (preponderantemente), espaciais e de paisagem. No
presente estudo, a estrutura da comunidade e as métricas de infeccdo parasitaria (prevaléncia,
intensidade de infeccdo parasitaria e abundancia média dos helmintos) foram influenciadas por
pelo menos uma das categorias de varidveis, para a maioria dos hospedeiros estudados. Desta
forma, nossas analises sugerem que as variaveis ambientais sdo determinantes para as comunidades
de helmintos, incrementando ou diminuindo os valores das métricas do parasitismo analisadas, bem
como os valores de similaridade quanto a estrutura da helmintofauna.

A hipotese de que as variaveis ambientais estdo relacionadas a estrutura da comunidade e
as métricas de infecgdo parasitaria de anuros por helmintos foi corroborada. A distancia de estradas
foi a varidvel da paisagem relacionada com a estrutura da comunidade de helmintos em Boana
pulchella e a distancia de fragmento florestal foi correlacionada com a prevaléncia, a intensidade
média de infeccdo e a abundancia média de helmintos em Pseudis minuta. Sabe-se que essas
variaveis ambientais podem influenciar a relacdo parasita-hospedeiro, principalmente para
helmintos com ciclos de vida complexos que requerem multiplos hospedeiros para transmisséo,
desenvolvimento e reproducdo (KING et al., 2010; KOPRIVNIKAR et al., 2012). Fragmentos
florestais sdo importantes reflgios para vertebrados que servem como hospedeiros definitivos,

portanto, quanto maior a distancia entre a poca e algum fragmento florestal menor € a chance de
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helmintos como trematédeos conseguirem infectar seus hospedeiros definitivos e assim concluirem
seu ciclo de vida (SCHOTTHOEFER et al., 2011). Estudos anteriores também encontraram relacdo
da distancia de fragmento florestal (KING et al., 2007; ROHR et al., 2008; HARTSON et al., 2011;
SCHOTTHOEFER et al., 2011; KOPRIVNIKAR; RODFERN, 2012) e da distancia de estradas até
as pogas (URBAN, 2006; KING et al., 2007; KOPRIVNIKAR; RODFERN, 2012) com a estrutura
da comunidade de helmintos e métricas parasitarias.

O filtro espacial foi a varidvel mais representativa para explicar a estrutura da comunidade
de helmintos entre as diferentes regides fisiograficas amostradas, ja que foi importante para trés
hospedeiros (Boana pulchella, Pseudis minuta e Leptodactylus macrosternum) nos quais a
similaridade quanto & comunidade de helmintos decresceu com a distancia. Segundo Nekola &
White (1999) e Soininem et al. (2007), trés mecanismos podem explicar o aumento da
dissimilaridade na comunidade: 1) a similaridade decai com a distancia devido a semelhanca
decrescente nas caracteristicas ambientais, assim as espécies apresentam desempenho distinto sob
diferentes condi¢Oes ambientais; 2) a configuracdo e a natureza da paisagem determinam a taxa de
dispersdo dos organismos entre os locais. Nesse segundo caso, em uma paisagem com grandes
barreiras de dispersdo, a similaridade da comunidade diminui mais abruptamente, pois as barreiras
de dispersdo limitam o movimento dos organismos em ambientes heterogéneos; ou 3) De acordo
com a Teoria Neutra (HUBBELL, 2001), mesmo se 0 ambiente for completamente homogéneo, a
similaridade da comunidade decai com a distancia, devido a dispersdo limitada dos organismos.
Esses processos resultam no mesmo padréo, dessa forma, tanto a limitacdo de dispersao quanto as
barreiras ambientais podem atuar simultaneamente em um determinado grupo de organismos,
gerando dissimilaridade com o incremento da distancia. Resultados similares ao nosso estudo
foram reportados para helmintos em mamiferos e peixes (POULIN, 2003; FELLIS; ESCH 2005;
LOCKE et al., 2012; WARBURTON et al., 2016) e interpretados como variacdo ambiental
espacialmente estruturada (i.e., que as semelhancas decrescentes das caracteristicas ambientais
foram mais importantes na estruturacdo dessas comunidades do que a capacidade de dispersao dos
hospedeiros).

As variaveis locais foram as mais importantes para explicar a variagdo na estrutura das
comunidades de helmintos e as métricas parasitarias. O numero de tipos de hidrofitas, a

porcentagem de cobertura vegetal no espelho d’agua, o pH, os solidos totais e o hidroperiodo foram
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as variaveis preponderantemente relacionadas com as métricas analisadas em pelo menos uma das
seis espécies de anuros hospedeiros. Essas varidveis refletem a complexidade e a heterogeneidade
das pocas, que podem afetar direta ou indiretamente a estrutura das comunidades e as métricas
parasitarias dos hospedeiros (CAMPIAO et al., 2012). A porcentagem de cobertura do espelho
d’agua por plantas aquaticas, por exemplo, pode influenciar as taxas de infec¢do de helmintos com
estagio do ciclo de vida aquético, como os trematddeos (CAMPIAO et al., 2012). A maior ou menor
complexidade na estrutura de hidréfitas (imersas, emersas e flutuantes) também pode aumentar ou
diminuir o sucesso da transmissdo, pois a vegetacdo aquatica esta diretamente relacionada com a
probabilidade de contato entre helmintos e anuros (BEASLEY et al., 2005). De fato, como os ciclos
de transmissao e reproducdo do helminto é dependente da heterogeneidade e a complexidade do
ecossistema as comunidades de helmintos tendem a refletir esses fatores (MARCOGLIESE, 2004;
HECHINGER; LAFFERTY, 2005). Variaveis da agua como o pH e os sélidos totais influenciam
a distribuicdo espacial e as taxas de infec¢do, devido a tolerancia fisioldgica dos helmintos que é
limitada as condicGes fisicas e quimicas do meio ambiente. Dessa forma, os estagios do ciclo de
vida de vida livre tém sua sobrevivéncia e distribuicdo afetadas por esses fatores (PIETROCK;
MARCOGLIESE, 2003; THIELTGES et al., 2009). A resposta direta dos helmintos as variaces
do pH é conhecida e considerada assimétrica, ou seja, grupos diferentes respondem de maneiras
diferentes (PIETROCK; MARCOGLIESE, 2003). Pocas mais alcalinas favorecem o aumento de
moluscos, que sdo necessarios no ciclo de vida dos trematddeos; o aumento desses hospedeiros
intermediarios deve resultar em maior taxa de infec¢do por esses helmintos (LAFFERTY, 1997,
JOHNSON; CHASE, 2004; MCKENZIE, 2007; PORTELA et al., 2020). Nossos resultados
corroboram estudos anteriores que também encontraram relacdo da estrutura e métricas parasitarias
da comunidade de helmintos com o pH (PIETROCK; MARCOGLIESE, 2003; EL-TANTAWY et
al., 2018), os sdlidos totais (PARVIN et al., 2010), a vegetacdo aquatica e a cobertura vegetal no
espelho d’agua (BEASLEY et al., 2005; CAMPIAO et al., 2012), bem como o hidroperiodo
(CHOUDHURY; DICK, 2000; SILVA et al., 2018).

Esse estudo contribui para o conhecimento dos processos abioticos envolvidos na
estruturacdo das comunidades de helmintos nos anuros do bioma Pampa. Nossos resultados
demonstram a importancia da heterogeneidade das pocas sobre a estrutura da comunidade de

helmintos e as métricas parasitarias de anuros.
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Figura 1. Localizagdo dos pontos amostrados e regides fisiogréficas do bioma Pampa brasileiro, onde os anuros
hospedeiros de helmintos foram coletados na primavera e no verdo de 2017, 2018 e 2019.
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TABELAS

Tabela 1. Anuros coletados em cada poga amostrada nas quatro regides fisiograficas do bioma
Pampa brasileiro. Pogas: Depressao Central (DC), Escudo Sul Rio-grandense (ESRG), Cuesta de
Haedo (CH) e Planicie Costeira (PC). Anuros: Boana pulchella (Bpu), Leptodactylus
macrosternum (Lma), Leptodactylus luctator (Llu), Physalaemus cuvieri (Pcu), Physalaemus
gracilis (Pgr), Pseudis minuta (Pmi), Scinax fuscovarius (Sfu) e Scinax granulatus (Sgr).

Pocas Bpu Lma Llu Pcu Pgr Pmi Sfu Sgr
DC1 02 07

DC?2 04 03 12 07
DC3 03 02 01

DC4 03 06 07 05

DC5 04 07 01 08 09
DC6 05 13 20 03 06 05
DC7 05 05 05 07
DC 8 02 01 03
DC9 05 04 04

ESRG 1

ESRG 2 02 05 03

ESRG 3 02 05 04 05 03
ESRG 4 06 02 05 04 04 05

ESRG 5 14 03 08 03 06 03
ESRG 6 04 02 11 05 10 05

ESRG 7 08

ESRG 8 02

ESRG 9 08 01 06
ESRG 10 05 02 04 05

ESRG 11 01 09 03 05 06
ESRG 12 03 11 02 05 06
ESRG 13 01 02 06 02 05 06
CH1 03 04 07 03

CH?2 01 04 03

CH3 04 02 02

CH4 02 02 05 09 03

CH5 03 03 04 05

CH®6 06 03 02

CH7Y 01 03 04

CHS8 04 01 03 04

CH9 03 03 02 03 04

CH 10 05 02 02 06

CH11 04 04

PC1 04 08 09 09

PC?2 04 03 10 17

PC3 02

PC 4 06 06 03 01

PC5 06 01

PC6 16

PC7 04 09 02
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Tabela 2. Resultados dos modelos de regressdo lineares generalizados (GLM) que avaliaram a
influéncia de conjuntos de variaveis (locais, espaciais e da paisagem) como preditores das métricas
de infeccao helmintica (prevaléncia, intensidade e abundancia) em anuros na regido do Pampa, Rio
Grande dos Sul. Métrica parasitaria (MP), Variavel incluida (VI), Boana Pulchella (Bpu),
Leptodactylus macrosternum (Lma), Leptodactylus luctator (Llu), Physalaemus gracilis (Pgr),
Pseudis minuta (Pmi), Scinax fuscovarius (Sfu), Scinax granulatus (Sgr), prevaléncia (P%),
intensidade média de infeccdo (IMI), abundancia média (AM) de helmintos, Turbidez (Tur),
distancia de fragmento florestal (DFF), hidroperiodo (Hid). Em negrito, as varidveis e métricas que
foram significativas.

Anuro MP VI R?aj MS df F p [ t p
P% -
Bpu IMI -
AM -
P% Tur -0,05 0,017 20 0,06 0,795 0,05 0,26 0,79
Lma IMI Tur 0,07 0,34 20 2,69 0,116 -0,34 -1,64 0,11
AM Tur 0,07 0,33 20 2,52 0,128 -0,33 -1,59 0,12
P% pH -0,04 0,00 1 0,00 0,301 -0,03 -0,13 0,89
Llu IMI pH 0,37 0,52 1 0,53 1,191 0,55 3,19 0,004
AM pH 0,18 0,50 1 0,51 1,854 0,46 2,51 0,01
P% TDS 0,29 4,9 2 245 7,010 -0,71 -2,62 0,02
Pgr IMI TDS -0,11 0,54 2 0,27 6,743 -0,02 -0,08 0,93
AM TDS -0,10 0,56 2 0,28 6,263 -0,05 -0,17 0,86
P% DFF 0,16 1,02 1 1,02 4359 0,43 2,46 0,02
Pmi IMI DFF 0,22 0,72 1 0,72 2,167 049 2,93 0,006
AM DFF 0,34 1,17 1 1,17 2,004 0,61 3,90 0,00006
P% Hid 0,12 1,70 16 3,34 0,086 -0,42 -1,83 0,08
Sfu IMI Hid 0,31 1,42 16 8,70 0,009 -0,59 -2,95 0,009
AM Hid 0,12 0,49 16 3,27 0,089 -041 -1,81 0,08
P% pH 0,42 0,23 1 0,23 0,248 0,69 2,87 0,01
Sgr IMI pH 0,07 0,10 1 0,10 0,530 -0.40 -1,33 0,21
AM pH -0,09 0,02 1 0,02 1,027 0,15 0,46 0,65
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Abstract

Studies of host-parasite interactions are essential to understand different ecological aspects of the
life of these organisms and how this relationship can influence the structure of communities. Here,
we evaluate the influence of environmental descriptors and host anuran traits on the functional
diversity of helminths. We sampled the anurans along the native grasslands in four physiographic
regions of the Pampa biome: Cuesta de Haedo, Central Depression, Sul-Rio-Grandense Plateau,
and Coastal Plain, all in the state of Rio Grande do Sul. Our results show that the water temperature
was the only environmental descriptor selected as predictor of functional diversity in the helminths
communities, influencing positively the patterns of functional diversity. Besides, we found
significant correlation with the environmental descriptor water temperature and with some the
functional traits: transmission mode ‘oral and cutaneous’, the mean intensity of infection, and the
indirect life cycle. Thus, we conclude that the functional diversity of helminth communities of pond
breeding anurans in the Brazilian Pampa biome may be explained by pond water temperature. So,
we emphasized the importance of considering environmental descriptors in the helminth diversity
studies, because this information allows to access the abiotic factors that influence the structure of
the parasite communities, for a better understanding of the observed patterns.

Key-words: amphibians; native areas; local variables; parasites; ponds.
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INTRODUCTION

Studies of host-parasite interactions are essential to understand different ecological aspects
of the life of these organisms and how this relationship can influence the structure of communities
(Poulin, 2007; Bentz et al., 2006; Brunner & Eizaguirre, 2016). The structure of the parasite
communities depends on many factors, including host and parasite ecological and natural history
(Janovy et al., 1992; Brooks et al., 2006; Brunner & Eizaguirre, 2016; Kotodziej-Sobocinska,
2019). For the helminths context, traits such as diet, and habitat use of the host influence the
interaction and infection success (Mcalpine & Burt, 1998; Poulin, 1998; Bolek & Coggins, 2003;
Zelmer & Arai, 2004; Pinheiro et al., 2019), while for the hosts, the mode de infection and
specificity of the helminths can influence infections rates.

Environmental descriptors also are very important for the dynamics of hot-parasite
interactions, making the survival, development, distribution and transmission of infective forms
either difficult or easy for the host (Basualdo et al., 2007). The temperature, for example, is an
environmental descriptor crucial for the survival of the helminths and hosts, since it can influence
the phenology, which will change the timing of host-parasite interactions, affecting the rates of
infection intensity and pathology in the hosts (Paull & Johnson, 2014; Gethings et al., 2015).
Warmer temperatures can cause imbalance on net transmission dynamics, favoring the increasing
of helminth development rates and the mortality rates of anurans hosts (Paull et al., 2012; Mordecai
et al., 2013). In the other hand, lower temperatures affect the rate of growth, development and
metabolism of helminths decreasing the success of transmission and infection in anuran hosts
(Paull et al., 2015; Herczeg et al., 2021)

The study and understanding of biodiversity are a great challenge, as it is a very wide area
of science, covering for example, the variations among species within their genotypes and
phenotypes, as well as the spatial and temporal variations in communities and ecosystems (Calaca
& Grelle, 2016). Due to the enormous complexity, the biodiversity was conceptually decomposed
in several components, being the richness and the taxonomic diversity most frequently used
components in ecological studies (Gaston, 1996; Purvis & Hector, 2000; Magurran, 2004). By the
view of these metrics, all species and individuals perform equivalent ecological roles. However, it
is known that different organisms play a variety of functions in the environment (Lawton, 1994;

Grime, 1998). Similarly, to other biological groups, the parasite helminths not have your life history
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information include in these metrics (Euclydes et al., 2021). In this sense, to measure processes or
the influence of parasite life history characteristics, the functional diversity is the facet of diversity
that considers the morphological, ecological and behavioral differences among species (Petchey &
Gaston, 2002; Ernst et al., 2006; Villéger et al., 2010).

Several studies about free-living plant and animal communities use functional diversity for
describe ecological processes, but has been rarely used in the study on parasite helminths
(Goswami et al., 2017; Llopis-Belenguer et al., 2019). Infection success of helminths species on
different anurans hosts are related with some morphological characteristics of helminths, such as
the body size and site of infection, which can be associated with their functional role (Violle et al.,
2007; Llopis-Belenguer et al., 2019; Euclydes et al., 2021). Therefore, when measuring the
functional diversity of helminths communities, we are able to access the influence of morphological
and physiological individual traits and the ecological processes underneath community
composition (Petchey et al., 2009). Thus, is expected that evolutionary and ecological history of
the hosts influence the variation of the functional diversity in parasite communities (Euclydes et
al., 2021). Studies addressing functional diversity can contribute to the understanding of broader
issues such as selective processes, reproductive strategies (Todd, 2007), the evolution of the
parasite-host relationship, and biogeography (Poulin, 2007; Bentz et al., 2006; Brunner &
Eizaguirre, 2016), contributing to the understanding of mechanisms underneath variability among
parasite communities in different host species (Euclydes et al., 2021). In this sense, these studies
are important for reveal the patterns that governing the communities and that reflect both host and
parasite characteristics (Euclydes et al., 2021).

Considering the importance of ecological responses that functional diversity allows us to
access, we aimed to evaluate the influence of environmental descriptors and host anuran traits on
the functional diversity of helminths. Our hypothesis is that the functional diversity of helminths
is correlated with environmental descriptors and/or with the anuran traits. We expect environmental
descriptors (e.g. vegetation type on pond edges, vegetation cover on the water surface, and water
physical-chemical variables); as well as the anuran traits (such weight, body size and guild)
influence positively the following functional diversity of helminths: length, transmission mode, life

cycle, infection site, mean intensity of infection, and number of hosts infected.
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MATERIAL AND METHODS
Study area

We sampled the anurans along the native grasslands in four physiographic regions of the
Pampa biome (Figurel): Cuesta de Haedo (municipality of Alegrete), Central Depression
(municipality of S&o Gabriel), Sul-Rio-Grandense Plateau (municipalities of Santa Margarida do
Sul and Sé&o Sepé), and Coastal Plain (municipality of Rio Grande), all in the state of Rio Grande
do Sul, Brazil, between latitudes 30° and 32° S, 6 — 135 m a.s.I (Hueck, 1966). The Pampa
originally occupied about 60% of the territory of the state of Rio Grande do Sul, with an area of
176,496 km?, or 2.07% of the Brazilian territory (Suertegaray & Silva, 2009). The climate of the
region is subtemperate and subtropical, characterized for climatic seasonality primarily related to
circannual changes in temperature and photoperiod. Therefore, the autumn-winter period presents
short and cold days, including negative temperatures concentrated in the months of June and July
(e.g. absolute average minimums of up to -4°C in the fields of the Crystal Shield and the extreme
south of the Coastal Plain), as well such as the occurrence of frosts. In the period from December
to March, temperatures are high, promoting high evapotranspiration, with consequent potential for
surface water deficit during the summer (i.e. the evaporated volume may exceed the precipitated
volume during the period). Rainfall varies regionally from 1200mm to 1900mm and is well
distributed throughout the year, without the occurrence of a defined dry season (Wrege et al., 2011,
Radin et al., 2017).

Collection and examination of frog hosts

We selected at least five ponds in each physiographic region, with variable distances among
them. In the Cuesta de Haedo we sampled 11 ponds and the mean distance between the ponds was
886m (138m-1,212m, SD=412m); in the Central Depression we sampled nine ponds and the mean
distance among ponds was 657m (68m-969m, SD=409m); in the Sul-Rio-Grandense Plateau we
sampled 13 ponds and the mean distance between the ponds was 501m (141m-1,265m, SD=361m);
and in the Coastal Plain we sampled seven ponds and the mean distance between the ponds was
805m (321m-1,756m, SD=677m). The mean distance between the four physiographic region was
301 km. The sampled ponds were of natural or semi-natural origin, with mean area value of the

1,031m between all ponds. We sampling the anurans in the spring and summer of 2017, 2018 and
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2019, which corresponds to the period of greatest reproductive activity of anurans in Southern
Brazil (Santos et al., 2008). Each pond was sampled once. We sampled the anurans during the
twilight and night-time, using the ‘survey at breeding sites’ method (Scott Jr & Woodward, 1994)
along the edges of selected ponds. During this survey, we aimed to collect at least three specimens
of each host species at each pond. We transported the live anurans to the laboratory and then
euthanized with anesthetic application to the skin (Lidocaine® 10%). We examined for the
presence of helminths the internal organs (gastrointestinal tract, lungs, kidneys, liver, gallbladder,
and urinary bladder), the musculature of the anterior and posterior limbs, and the coelomic cavity.
Anuran hosts were deposited in the Herpetological Collection of the Universidade Federal de Santa
Maria (ZUFSM), Santa Maria, Brazil.

We killed the nematodes in warm solution (about 60°C) of 70% alcohol, fixed and kept in
70% alcohol, and cleared with Amman’s lactophenol (Andrade, 2000). Trematodes, cestodes and
acanthocephalans were killed by compression with slide and coverslip, kept moist with absolute
alcohol as a fixative and preserved in 70% alcohol, after which they were stained with hydrochloric
carmine (Andrade, 2000; Rey, 2001) and diaphanized with Eugenol. We mounted the helminths
on temporary slides and examined in a computerized LAS V4 (Leica Application Suite) image
analysis system (https://www.leica-microsystems.com/products/microscope- software/p/leica-
application-suite/), adapted to the DM 2500-Leica microscopes with the interferential phase
contrast system for helminth identification and collection of morphometric data and
photomicrographs of helminths. The voucher species were deposited in the Helminthological
Collection of the Instituto de Biociéncia de Botucatu (CHIBB), Universidade Estadual Paulista,

Botucatu, Brazil.

Sampling of environmental descriptors

We recorded environmental descriptors at local scale in order to represent the pond
heterogeneity. This approach was adopted because the importance of habitat descriptors can vary
with local scale in studies on helminths and/or anuran hosts (e.g., King et al., 2007, 2010; Hartson
etal., 2011; Schotthoefer et al., 2011; Koprivnikar & Redfern, 2012; lop et al., 2020; Portela et al.,
2020). We recorded the local variables representing the environmental conditions of ponds directly

at each waterbody, by visual inspection of the entire perimeter of the pond (adapted from
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Vasconcelos et al., 2009): percentage of each structural vegetation type on pond edge
(undergrowth, shrub and arboreal); percentage of vegetation cover on the water surface; and water
physical-chemical variables (dissolved oxygen, pH, temperature, electrical conductivity, salinity,

and turbidity) using a Horiba® multi-parameter probe (model U-5000, Kyoto, Japan) (Table 1).

Data Matrices

We built two matrices - a presence/absence matrix and a predictor matrix (local
environmental descriptors of the pond) - containing the data of the helminth and anuran species
collected at each of the sampled ponds. The descriptors of the environmental variables of the ponds
were standardized by subtracting the corresponding mean and dividing by the standard deviation.

For the functional matrix, we measured nine different characteristics, three for the anuran
hosts and six for the helminths (Table 2). The functional traits we use were selected based on their
influencies relationships between anuran hosts and helminth parasites (Campiéo et al., 2015;
Llopis-Belenguer et al., 2019; Euclydes et al., 2021).

Statistical analyses

We calculated the means infection of intensity for all helminth species (Bush et al., 1997).
Predictors of functional diversity

We evaluated the helminth diversity at each of the sampling ponds using Rao's Quadratic
Entropy Index (Rao, 1982). This dissimilarity index is based on the proportion of species present
in a community and ranges from 0 to 1. One of the advantages of this method is that it allows for
the division of biodiversity into alpha, beta, and gamma components (Pavoine et al., 2004),
providing a flexible framework that can be adapted to quantify and compare different components
of diversity such as taxonomic, functional, and phylogenetic diversity of the communities (de Bello
etal., 2009; Meynard et al., 2011; Bernard-Verdier etal., 2013; Arnan et al., 2014, 2017). We used
the functional matrix to calculate the Euclidean distances between species based on the Gower
distance. Rao's quadratic entropy calculations were performed using the 'SYNCSA' package in the

R environment (R Development Core Team, 2013).
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We used Linear Mixed-Effect Models (LMM) to model the relationship between the
patterns of functional diversity and the environmental descriptors. This approach explicitly models
the relationship within the data set using random effects or latent random descriptors (Breslow &
Clayton, 1993; Zhang et al., 2011). We set the functional diversity of communities as response
variable, environmental descriptors as fixed effects and the water bodies as random effects (FD ~
environmental descriptors, random=(~1|water body); in this way, we also avoided the possibility
of multicollinearity between the predictor variables (Burnham & Anderson, 2002). We tested the
significance of each relationship using the function “anova”. We also took into account the AlCc
weights (w) indicating the empirical support for each model relative to the others in the candidate
set (Zuur et al., 2009). LMM were built using the 'nlme’, 'MuMIn' and 'Ime4' packages in R software

version 3.6.3.
Trait-environment relationships

Prior to carrying out the statistical analysis procedures, we transformed our quantitative
data sets (functional traits and environmental descriptors) through a natural log transformation; this
procedure allows to obtain a normal distribution of the different data sets. Subsequently, we used
a combination of the RLQ and the fourth-corner methods for assessing the responses of the set of
helminths traits to environmental variation (Dolédec et al., 1996; Dray et al., 2014). In a general
view, the RLQ approach proposed is an analysis that performs ordering analyzes based on the
combination of the following data matrices: an environmental matrix (R; site x environment), a
species-by-sites matrix (L; site x species), and a functional trait distance matrix (Q; species X trait).
The matrices R and Q are linked by the matrix L. Before the extended RLQ analysis, we run the
extended version of the fourth-corner approach with 9999 permutations to test the correlations
between functional traits and environmental variables; for this, we applied the null model 6 (which
fixes the level of type | error; Dray et al., 2016). To prepare the matrices for the extended RLQ
analysis, all matrices were analyzed separately with different ordinations: the species-by-site
matrix (L) was analyzed using a canonical analysis; the environmental matrix (R) was analyzed by
principal component analysis (PCA); finally, the trait distance matrix (Q) and environmental
distance matrix (L) were analyzed by principal coordinate analysis (PCoA). The RLQ analysis and

the fourth-corner test were implemented using the packages “spdep” (Bivand & Wong, 2008) and
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“ade4” (Dray & Dufour, 2007) of R software.
RESULTS

Predictors of functional diversity

The relationships between the patterns of functional diversity and the local environmental
predictors are shown in the Table 3. The water temperature was the only environmental descriptor
selected as predictor of functional diversity in the helminths communities; more specifically, this
predictor influenced positively the patterns of functional diversity (Rm = 0.28, F=18.83, p =
0.0004; figure 2).

Patterns of trait-environment relationships

The percentage of co-inertia (i.e. the link between functional traits and environmental
descriptors) explained by the two first axes of the fitted RLQ was 93.59%; the first axis explained
88%. However, this model was not significant (Std. observed = 1.12, p = 0.12). Figures 3a-e present
the patterns of trait-environment relationships observed for the set of ponds. The first RLQ axis
had statistic significant correlation with the environmental descriptor ‘Water Temperature’ (Temp:
1.895; p = 0.05) and with some the functional traits: transmission mode ‘Oral and Cutaneous’
(Trans.Ora_Cut: -1.708, p = 0.04), the ‘Mean Intensity of Infection’ (MI1: -1.973, p = 0.04), and
the ‘Life Cycle Indirect’ (Life_Ind: -1.863, p = 0.04). We did not observe any significant
relationships of the other functional traits and environmental descriptors with the second RLQ axis.

The figure 4 show the test of significance of the trait-environment relationship based on
the fourth corner test. We just observed a significant relationship between water temperature and

the trait Mean Intensity of the Infection.

DISCUSSION

Predictors of functional diversity



99

Our results showed that the pond water temperature is the best ecological predictor of
functional diversity in the helminths parasitizing pond breeding anurans along native grasslands of
the Brazilian Pampa biome, influencing positively the patterns of functional diversity of the
helminth communities studied.

Our hypothesis that the functional diversity of helminths correlates with environmental
descriptors and with the anuran traits was partially corroborated, since none of the anuran traits
were correlated with helminth functional diversity. Others studies also found positively influence
of water temperature on diversity of parasite helminths (Poulin, 2006; Karvonen et al., 2010;
Merino & Mgller, 2010; Magller, 2010; Magller et al., 2013). Water temperature is considered a
crucial predictor of parasite diversity, since affect diversity by influencing species persistence due
to physiological constraints that limit species ranges (Martins et al., 2020). So, this predictor can
elevate both the development and mortality rates of individual hosts or helminths, as well as can
alter both parasite virulence and host immunity, changing the season period of transmission.
Therefore, water temperature determines the encounter rates between helminths and hosts, directly
influencing the host-parasite relationship and thus the parasite diversity (Kutz et al., 2005; Lafferty,
2009; Paull & Johnson, 2012; Studer et al., 2010; Mgller et al., 2010). In addition, water
temperature is most important for the helminths that have a free-living stage, such as trematodes,
influencing directly the survival, the rates and success of transmission and infection and the
physiological responses of free-living stages being a better predictor than any host traits (Lafferty,
2009; Johnson et al., 2010; Paull & Johnson, 2012; Altizer et al., 2013; Cizauskas et al., 2016;
Budria, 2017). For example, high temperatures for a long time can cause physiological stress in
free-living stage of helminths, resulting in mortality (van Dijk & Morgan, 2008), as well as
desiccation of eggs and larvae (O’Connor et al., 2006). Water temperature is also crucial to the
development and success of the infective stages of trematodes (Poulin, 2006). For the cercarie a
higher water temperature increases their development, survival rates and infection success (Kalinda
et al., 2017; Poulin, 2006; Al-Jubury et al., 2020).

Helminth parasites can benefit of climate changes with a longer and earlier period of
reproduction caused for increase of water temperature, so some these parasites that were previously
active only in the summer are now active year-round (Ogden et al., 2006; Cadenas et al., 2007),

and it could be that this also can occurs in the future with the species here in the extreme south.
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Consequently, occurs the increase of the number of helminth generations per year, as a longer
breeding season of the host provides helminths with a selective advantage (Dunn & Winkler, 2010;
Mgller et al, 2010).

Patterns of trait-environment relationships

Our analysis showed a significant correlation of the environmental descriptor (pond water
temperature) with the functional traits transmission mode oral and cutaneous, with the mean
intensity of the infection, as well as with the indirect life cycle. These traits are known to influence
the interactions host-parasite, affecting directly the success of transmission and infection of
helminths (Goedknegt et al., 2015).

For the helminths that are transmitted orally and by penetration cutaneous, the water
temperature can change the host immunity and parasite penetration, influencing the transmission
rates (Goedknegt et al., 2015). Water temperature have strong effect on disease dynamics from
trematodes (flukes), that have an indirect life cycle, which involves one or more intermediate hosts;
so, this environmental descriptor affects directly crucial phases in their transmission between life
cycle stages (Goedknegt et al., 2015). Important steps like production and emergence of their free-
living infective stages (cercariae) in the first intermediate hosts (mollusks), as well as the infectivity
of cercariae in the second intermediate hosts (e.g., Evans, 1985; Thieltges & Rick 2006; Studer et
al., 2010), are strongly positively correlated with temperature (Poulin, 2006).

In a future outlook the infection levels in hosts might dramatically be increase for the global
warming, since cercaria transmission is a crucial step in the trematode life cycle (Marcogliese,
2001; Poulin, 2006; Poulin & Mouritsen, 2006). Moreover, the variability of water temperature
may further influence disease risk due to fluctuations above or below the optimal thermal
performance of hosts or parasites (Rohr & Raffel 2010; Lambrechts et al., 2011; Raffel et al., 2013;
Paull etal., 2015; Altman et al., 2016). Previous studies also found correlation of water temperature
with traits of helminths, such as transmission mode (Marcogliese 2001; Karvonen et al., 2004,
2010, 2013; Poulin, 2006; Goedknegt et al., 2015), the mean intensity of infection (Carney & Dick,
2000; Karnoven et al., 2013; Wali et al., 2016; Labaude et al., 2020), and indirect life cycle (Poulin,
2006; Paull et al., 2012; Goedknegt et al., 2015; Labaude et al., 2015; Barber et al., 2016). Studies
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on relationship between environmental descriptors and helminth communities reveals the
ecological filters that favor or limit parasite infection.

We conclude that the functional diversity of helminth communities of pond breeding
anurans in the Brazilian Pampa biome may be explained by pond water temperature. We also
concluded the importance of considering environmental descriptors in the helminth diversity
studies, because this information allows to access the abiotic factors that influence the structure of
the parasite communities, for a better understanding of the observed patterns. We believe that, by
considering traits of helminth species, functional diversity can detect important patterns of
community organization and determinants that studies considering only the parasite richness do
not. Besides, studies of this nature are extremely relevant and important for amphibian
conservation, like for our understanding of the ecology of wildlife diseases and environmental
changes (Koprivnikar et al., 2012a, b). Therefore, we emphasize the importance of understanding
the processes that govern the structure of helminth communities in anurans of preserved areas.
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Figure 1. Location of the municipalities where anuran hosts were sampled along the native grasslands of the Brazilian
Pampa biome, between spring and summer of 2017, 2018 and 2019.
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Figure 3. Ordination of (a) environmental descriptors: percentage of grass in 5m of the edge pond (Grass), percentage
of trees in 5m of the edge pond (Tree), percentage of shrub in 5m of the edge pond (Shrub), percentage of vegetation
cover on the water surface (Veg_cover), water temperature (Temp), water pH (pH/mv), water dissolved oxygen
(Dis_oxy), water electrical conductivity (Cond), water turbidity (Turb), water salinity (Sal); (b) functional traits of
helminths parasitizing pond breeding anurans: Helminth length (length), helminth transmission mode oral (Trans.Ora),
helminth transmission mode oral/cutaneous (Trans.Ora_Cut), helminth transmission mode cutaneous (Trans.Cut),
helminth life cycle direct (Life_Dir), helminth life cycle indirect (Life_Ind), helminth infection site stomach (Site_Sto),
helminth infection site lungs (Site_Lun), helminth infection site intestine (Site_Int), helminth infection site bladder
(Site_Bla), helminth infection site gallbladder (Site_Gal), helminth infection site cavity (Site_Cav), helminth infection
site cyst (Site_Cys), helminth mean intensity of infection (MIl), and number of hosts infected (Num_hosts); (c)
helminth species composition resulting of the RLQ analysis: Pseudoacantocephalus lutzi (Pse_lut), Catadiscus sp. 1
(Cat_sp_1), Catadiscus pygmaeus (Cat_pyg), Choledocystus elegans (Cho_ele), Rhauschiella pseudium (Rha_pse),
Rhauschiella proxima (Rha_pro), Gorgoderina parvicava (Gor_par), Glyphetelmis biliaris (Gly_bil), Haematoloechus
ozorioi (Hae_ozo), Neohaematoloechus neivai (Neo_nei), Cylindrotaenia americana (Cyl_ame), Ophiotaenia
sp.(Oph_sp), Larva plerocercoide (Lar_ple), Cosmocercidae (Cosm), Aplectana membranosa (Apl_mem), Aplectana
meridionalis (Apl_mer), Aplectana cf. adaechevarria (Apl_cf ada), Cosmocerca parva (Cos_par), Cosmocerca
podicipinus (Cos_pod), Falcaustra mascula (Fal_mas), Hedruris orestiae (Hed_ore), Ochoterenella sp. (Och_sp),
Oxyascaris oxyascaris (Oxy_oxy), Oxyscaris caudactus (Oxy_cau), Physalopteridae (Phys), Rhabdias sp. 1
(Rha_sp1), Rhabdias sp. 2 (Rha_sp2). The relationship of the two first axis of RLQ with the R matrix and Q matrix
are shown, respectively in the (d) and (e). Blues arrows represent the positive effect of the environmental descriptor
(fig. a); black arrows represent the environmental descriptors with no significant effects on functional traits.
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Figure 4. Scheme representing the association between the functional traits of helminths parasitizing pond breeding
anurans and environmental descriptors of ponds resulting from the Fourth corner test. Cells in grey represent non-
significant associations. Positive associations are represented in blue. Subtitles: environmental descriptors - percentage
of grass in 5m of the edge pond (Grass), percentage of trees in 5m of the edge pond (Tree), percentage of shrub in 5m
of the edge pond (Shrub), percentage of vegetation cover on the water surface (Veg_cover), water temperature (Temp),
water pH (pH/mv), water dissolved oxygen (Dis_oxy), water electrical conductivity (Cond), water turbidity (Turb),
water salinity (Sal); functional traits of helminths parasitizing pond breeding anurans: helminth length (length),
helminth transmission mode oral (Trans.Ora), helminth transmission mode oral/cutaneous (Trans.Ora_Cut), helminth
transmission mode cutaneous (Trans.Cut), helminth life cycle direct (Life_Dir), helminth life cycle indirect (Life_Ind),
helminth infection site stomach (Site_Sto), helminth infection site lungs (Site_Lun), helminth infection site intestine
(Site_Int), helminth infection site bladder (Site_Bla), helminth infection site gallbladder (Site_Gal), helminth infection
site cavity (Site_Cav), helminth infection site cyst (Site_Cys), helminth mean intensity of infection (MI1), and number
of hosts infected (Num_hosts).
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Table 1. Local environmental descriptors measured in ponds along the Brazilian Pampa biome
sameled regarding parasite helminths in anurans.

Descriptor

Levels

Ecological Relevance

Reference

Vegetation

type

on pond edges

Vegetation
on the

surface

cover

water

Categories  (%):
undergrowth,

shrub and arboreal

Porcentagem (%)

Influence the helminth
transmission

because increases the
environmental
complexity, affects
primary  productivity,
nutrient

cycling and,
consequently, increases
the visitation of the
definitive

host vertebrates, and
intermediate hosts that
use these environments.
The  presence and
structuring of aquatic
vegetation promote
micro-spatial
heterogeneity, increases
food availability,
consequently increases
the definitive

host vertebrates and
intermediate hosts that
use these ponds, which

1,23

4,5,6
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can  influence the
success of infection and
transmission of
helminths of different

species.

Dissolved oxygen

of water mg/L

Influence host and 7,8
helminth survival and
diversity, as they induce

Water pH Continuous (from physiological/metat-)olic

0to 14) and behavioral

responses  that are
determinant in host-
parasite interactions.

Water temperature °C

Electrical ms/cm

conductivity

Salinity PPT

Turbidity NTU

(1) Vasconcelos et al., (2009); (2) Padial et al., (2009); (3) Thomaz & Cunha, (2010); (4) Sousa &
Grosholz, (1991); (5) Wilkinson & Fenner Jr., (2007); (6) Kruidhof et al., (2015); (8) Welborn
etal., (1996); (9) Both et al., (2011); (10) Escoriza & Ben Hassine (2017).
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Table 2. Functional traits measured from different morphological and ecological characteristics of
anurans hosts and parasite helminths studied in ponds anng the Brazilian Pampa biome.

Functional trait Variable Ecological relevance

Host weight Continuous

Host body size Continuous Influence the interaction
with helminths (1, 2, 3, 4)

Host guild Categorical

Parasite lenght Continuous

Parasite transmission mode Categorical

Parasite life cycle

Categorical

Parasite infection site Categorical
Parasite mean intensity of Continuous
infection

Number of hosts infected Continuous

Related with the infection
success in different hosts,
influence the persistence,
establishment, and
dispersion, as well as with
their effect on host

fitness (5, 6, 7, 8, 9)

References: (1) Kamiya et al. (2014); (2) Brito et al. (2014); (3) Leung & Koprivnikar (2016); (4)
Campido et al. (2015); (5) Mouillot et al. (2005); (6) Agosta et al. (2010); (7) Wells & Clark (2019);
(8) Poulin & Morand (2000); (9) Llopis-Belenguer et al. (2019)
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Table 3. Result of the Linear Mixed-Effect Models (LMM) showing the relationship between
water temperature (Temp) and the functional diversity of helminths parasitizing pond breeding

anurans along the Brazilian Pampa biome.
Variable numDF denDF F-value P-value

Temp 1 38 14.83 0.0004
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CONCLUSOES

o Registramos 28 taxa de helmintos pertencentes as classes Trematoda (Digenea), Cestoda,
Acanthocephala e ao Filo Nematoda, parasitando as oito espécies de anuros hospedeiros analisadas
(Boana pulchella, Leptodactylus macrosternum, Leptodactylus luctator, Physalaemus cuvieri,

Physalaemus gracilis, Pseudis minuta, Scinax fuscovarius e Scinax granulatus).

o A helmintofauna dos anuros do bioma Pampa brasileiro séo infectados principalmente por
especies generalistas de helmintos, ndo restritos a uma unica espécie hospedeira, corroborando o

padrdo generalista das comunidades de helmintos associadas aos anuros.

o Nossos resultados mostram que a fauna helmintica dos anuros na regido do Pampa no sul
do Brasil € influenciada pelas variaveis locais (preponderantemente), espaciais e de paisagem.
Desta forma, nossas analises sugerem que as varidveis ambientais sdo determinantes para as
comunidades de helmintos, incrementando ou diminuindo os valores das métricas do parasitismo

analisadas, bem como os valores de similaridade quanto a estrutura da helmintofauna.

o Ha variacdo na diversidade funcional das comunidades de helmintos dos anuros no bioma
Pampa, bem como alguns tracos funcionais dos parasitas foram positivamente associados com a
temperatura da agua. Essa correlacdo possivelemente indica que temperaturas mais elevadas

favorecem o sucesso de transmisséo e infeccdo helmintica.

o Nosso trabalho evidencia a importancia de se considerar os descritores ambientais nos
estudos de diversidade de helmintos, pois essas informagdes permitem acessar os fatores abioticos
que influenciam a estrutura das comunidades de parasitas, para um melhor entendimento dos

padrdes observados.



