| T — m— =
“'\_"L‘le V) SATVM,
v ¢ €

UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI — URCA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE — CCBS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA BIOLOGICA - DQB
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOPROSPECCAO MOLECULAR - PPBM
MESTRADO ACADEMICO EM BIOPROSPECCAO MOLECULAR

HEITOR TAVARES DE SOUSA MACHADO

A INFECCAO PARASITARIA INFLUENCIA OS PARAMETROS ACUSTICOS
DE ESPECIES DE ANFIBIOS ANUROS DO PARQUE NACIONAL DE
UBAJARA?

FEVEREIRO/2020
CRATO - CE



HEITOR TAVARES DE SOUSA MACHADO

A INFECCAO PARASITARIA INFLUENCIA OS PARAMETROS ACUSTICOS DE
ESPECIES DE ANFIBIOS ANUROS DO PARQUE NACIONAL DE UBAJARA?

Disserta¢do apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagdo em  Bioprospecgao
Molecular do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Satde da Universidade
Regional do Cariri, como requisito
parcial a obtencao do titulo de mestre em
Bioprospecgdo Molecular. Area de
concentracao: Biodiversidade.

Orientador; Prof. Dr. Robson Waldemar
Avila
Coorientador: Prof. Dr. André Pansonato

FEVEREIRO/2020
CRATO -CE



HEITOR TAVARES DE SOUSA MACHADO

Ficha Catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade Regional do Cariri — URCA
Bibliotecaria: Ana Paula Saraiva CRB: 3/1000

Machado, Heitor Tavares de Sousa.
M1491 A infec¢do parasitaria influencia os pardmetros
acusticos de espécies de anfibios anuros do Parque Nacional
de Ubajara?/ Heitor Tavares de Sousa Machado. — Crato-CE,
2020

62p.; il.

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pds-Graduacao
em Bioprospec¢do Molecular da Universidade Regional do
Cariri — URCA, Area de Concentracio: Biodiversidade

Orientador:  Prof. Dr. Robson

Waldemar Avila Coorientador: Prof.

Dr. André Pansonato

1. Anfibios, 2. Ceara, 3. Helmintos, 4. Parasito-
hospedeiro, 5.Vocalizacdo; 1. Titulo.

CDD: 597.8




HEITOR TAVARES DE SOUSA MACHADO

A INFECCAO PARASITARIA INFLUENCIA OS PARAMETROS ACUSTICOS
DE ESPECIES DE ANFiBIOS ANUROS DO PARQUE NACIONAL DE
UBAJARA?

Dissertag¢do apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagdo em  Bioprospecgao
Molecular do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Satde da Universidade
Regional do Cariri, como requisito
parcial a obtencdo do titulo de mestre em
Bioprospecgio Molecular. Area de
concentragdo: Biodiversidade.

Orientador: Prof. Dr. Robson Waldemar

Avila
Coorientador:; Prof. Dr. André Pansonato

Apresentada em / /

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Robson Waldemar Avila (Orientador)

Prof. Dr. André Pansonato (Coorientador)

Prof. Dr. Waltécio de Oliveira Almeida (Membro Interno I)

Prof. Dra. Renata Perez Maciel (Membro Externo)

Prof. Dr. Francisco Assis Bezerra da Cunha (Suplente I)

FEVEREIRO/2020
CRATO -CE



In memorian, Vovo Geraldo.
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INTRODUCAO

Em algumas comunidades de animais ¢ necessario um mecanismo de
comunicagdo para que ocorram todas as interagdes sociais (GOODENOUGH et al.,
1993). De acordo com Hailman (1977), a comunicacdo ¢ uma transferéncia de
informacdes por meio de um sinal e por um canal entre emissor e receptor. Nos anfibios,
a comunicagao se da por sinais visuais, quimicos, tateis e acusticos, sendo este ultimo, o
mais difundido entre as espécies de anuros (WELLS, 2007). O autor explica que a
comunicagdo acustica tem importante papel nas interagdes sociais refletindo na biologia
reprodutiva, onde os machos através da vocalizagdo, gastam boa parte de suas reservas
energéticas para atracdo de fémeas e conquista de territorio. Tais sinais acusticos
carregam informagdes sobre a identidade, a localizacdo e as condi¢des morfofisioldgicas
do emissor (GERHARDT e BEE, 2007; WELLS, 2007). Dessa maneira, os machos
emitem sons caracteristicos que podem auxiliar no reconhecimento especifico, selecao
sexual, orientacdo, bem como, na defini¢do de conflitos territoriais (WELLS, 1977;
RYAN e RAND, 2001; WELLS ¢ SCHWARTZ, 2006).

O canto de anuncio ¢ o mais utilizado pelos machos, pois contém informagdes
importantes para o reconhecimento especifico (GERHARDT, 1983, RYAN, 1985,
COCROFT e RYAN 1995; WELLS, 2007). Através desse, ocorre a intera¢ao de corte
entre os casais de uma mesma espécie e as disputas por fémeas entre os machos, que
podem ser resolvidas sem ser necessario o confronto direto (DAWKINS, 1989). Além da
importancia para a espécie, o canto de anincio também tem a sua importancia para o
ponto de vista taxondmico, uma vez que pode ser utilizado na identificagdo das espécies
(HEYER e JUNCA, 2003; BERNAL et al., 2004).

Nos anuros, o sistema de acasalamento ¢ baseado pela preferéncia da fémea
(WELLS, 2007). Elas observam os tragos acusticos dos cantos emitidos pelos machos
para completar o processo de escolha do parceiro sexual (WELLS, 2007). Nesse sentido,
alguns detalhes e caracteristicas sdo de fundamental relevancia para o sucesso reprodutivo
dos machos (MARQUEZ e BOSCH, 2001; PROHL, 2003; RON, 2008). Marquez e al.
(2008) reforcam que as fémeas possuem favoritismo por machos com vocalizagdes
duradouras e por aqueles mais ativos, isto €, aqueles que realizam cantos com maior
duracio.

Além das variagdes ocorridas na vocalizacao devido a preferéncia da fémea, a

atividade reprodutiva dos anuros ¢ fortemente influenciada por fatores climaticos, como
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temperatura e pluviosidade (AICHINGER, 1987; GUIX, 1996). Esse fendmeno ocorre
devido a dependéncia de agua e da umidade para se reproduzir (HADDAD & PRADO,
2005; VITT ¢ CALDWELL, 2009; HADDAD et al., 2013). Desse modo, algumas
interferéncias na propagacao do sinal acustico causa a perda de informagdes de certas
caracteristicas no sinal, prejudicando, assim, a preferéncia da fémea pelo macho emissor
(WARREN ¢ MADHUSUDANKATTI, 2006; LENGAGNE, 2008; CROOKS e

FRISTRUP, 2010). Além das alteragdes causadas por mudangas climaticas
(MADELAIRE et al., 2013) encontraram uma relacdo desarmonica, cuja presenca de

parasitas afetou as taxas de reproducdo, visto em Boana prasinus.

INTERACAO PARASITO-HOSPEDEIRO

Durante muito tempo, os parasitologistas focaram seus estudos em patologias
causadas por parasitas, controle de pragas, agentes causadores de doencas e descrigdes de
ciclos de vida e informagdes parasitologicas (ZUK e STOEHR, 2002,). Com o passar dos
anos, os aspectos da biologia e da ecologia dos parasitas comecaram a ser explorados por
ecologos e evolucionistas e, com isso, a relacdo parasita-hospedeiro comecou a ser
disponibilizada (MADELAIRE et al., 2013; LIMA et al., 2013; BAKKER ¢ HELM,
2015).

A interacdo que o parasita exerce, ocasiona efeitos negativos no hospedeiro,
apresentando um estagio de co-adaptacdo ecoldgica, onde o parasita procura um
equilibrio na interagdo parasitdria que resulta em uma co-evolucdo para um
prolongamento da vida do hospedeiro (LIMA et al., 2013). A infecgdo parasitaria €
frequentemente associada com alteragdes fisiologicas nos hospedeiros que podem alterar
o seu desempenho reprodutivo (SCHULTZ et al., 2006). As taxas de vocalizagdes estdo
correlacionadas com os niveis plasmaticos de esteroides imunossupressores aumentando
a probabilidade de maior intensidade do parasita (FOLSTAD e KARTER, 1992;
WINGFIELD, 1994; EMERSON e HESS, 1996; LEARY et al., 2005). Por exemplo: os
nematoides se alimentam dos nutrientes presentes no conteudo intestinal (QUINNELL et
al., 1990), logo, deixa-se o hospedeiro com menos energia para as suas respostas
imunolégicas (LOCHMILLER e DEERENBERG, 2000). Além disso, com a deficiéncia
energética restard menos energia para ser alocada na reproducdo (BOLLACHE et al.,
2001), levando ao comprometimento da fecundidade do animal parasitado

(SCHUPBACH e BAUR, 2008). Hurd (2001), explica que a redugio da fecundidade
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devido a infec¢do parasitaria ¢ um resultado esperado e pode ser considerado um produto
de alguma doenga debilitante devido a infecgdo do parasita. Assim, a infec¢do parasitaria
¢ geralmente associada a um desequilibrio de energia e nutrientes, pois os custos
aumentam com a resposta imunoldgica na reparacao dos danos causados pela infec¢ao
(LOCHMILLER e DEERENBERG, 2000; TINSLEY et al., 2002; KRISTAN e
HAMMOND, 2004).

Se um macho vocalmente ativo esta infectado por parasitas, o gasto energético
na resposta imunoldgica ird aumentar, por conseguinte, restard menos energia para ser
alocada na vocalizagdo, podendo ocasionar interferéncias na comunicacdo acustica
(MINCHELLA, 1985; SCHULTZ et al., 2006). Como a preferéncia das fémeas ¢ baseada
em caracteristicas da vocalizagdao de anuncio (frequéncia dominante, nimero de pulsos,
duragdo, e taxa de repeticdo) das espécies de anuros, a qualidade do macho emissor pode
ser avaliada e recusada pela fémea (SULLIVAN et al., 1995; GERHARDT e HUBER,
2002; GUIMARAES et al., 2003).
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Resumo

Anfibios anuros sao exemplos de espécies que investem suas energias na emissao de sons,
que podem revelar informagdes sobre localizacdo, condigdes morfofisiologicas, disputa
por territdrio e atracio de fémeas. E notavel que os parasitos causam limitacdes e reducdes
de recursos nos seus hospedeiros. A presenga de parasitos nos anuros pode conduzir
alteragcdes em diversos aspectos da biologia das espécies, como mudangas nos parametros
acusticos, podendo alterar a escolha das fémeas. Portanto, o estudo tem como objetivo
analisar a possivel relagdo existente entre a carga parasitaria e a comunicagao acustica da
anurofauna do Parque Nacional de Ubajara — CE. Para tanto, avaliou-se os parametros
acusticos temporais e espectrais do canto de 41 espécimes de quatro espécie de anuros,

juntamente com o descritor parasitologico de abundancia. A presenca de parasitos alterou
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os parametros acusticos de todas as espécies analisadas. Em Leptodactylus troglodytes
quando a abundancia de parasitos ¢ alta, as duragdes das chamadas tornam-se mais longas.
Outros dois leptodactylideos (Leptodactylus fuscus e Physalaemus cuvieri) tiveram o
intervalo de canto reduzido, ocasionando aumento da quantidade de notas emitidas. Por
outro lado, em Leptodactylus mystaceus a relagdo com a carga parasitaria foi negativa,
onde reduziu a duragdo do canto. Dessa forma, essa associagdo pode levar a alteragdes na
preferéncia das fémeas, uma vez que, essas avaliam a qualidade do macho emissor,

através dos parametros acusticos emitidos.

Palavras — Chaves: Anfibios, Ceara, Helmintos, Parasito-Hospedeiro, Vocalizacio.
Abstract

Reproductive activity demands a large part of the organisms' energetic resources,
including species that issue signs for sexual partners. Anurans waste energy at
advertisement calls; which may bring information about their localization,
morphophysiological conditions, territorial conflicts and attract females. Thus, anuran
endoparasites may influence diverse aspects of their host biology, such as acoustic
paramenters changes and affect the females' choice. Therefore, the present study aimed
to investigate the influence of endoparasites load on acoustic paramenters of anurans from
the National Park of Ubajara, Ceara state. We evaluated the temporal and spectral acoustic
paraments of each anuran specimen call, along with the abundance parasitological
descriptor. We observed that the acoustic parameters were influenced by endoparasite
load in all specimens analyzed, being prolonged the advertisement call durations
according to the increase of endoparasites abundance in Leptodactylus troglodytes.
Conversely in Leptodactylus fuscus and Physalaemus cuvieri the call interval was
reduced and, therefore, increasing the call repetitions. We also observed a negative
relationship between endoparasites abundance and call duration for Leptodactylus
mystaceus. Likewise, the endoparasites associated might affect the reproductive
performance of their host, since the acoustic characteristics changes in males may

influence the female choice.

Keywords: Amphibian, Ceara, Helminths, Host parasite, Vocalization.
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Introducio

De maneira geral, algumas comunidades de animais dependem de um
mecanismo de comunicagdo para a realizagdo de uma troca de informagdes em diferentes
contextos sociais, a exemplo do reconhecimento da espécie e a defesa do territorio
(HAILMAN, 1977; GOODENOUGH et al. 1993; GERHARDT & HUBER, 2002;
TOLEDO et al., 2015; KOHLER et al., 2017). Nos anfibios, a comunicagdo se d4 por
sinais visuais, quimicos, tateis e acusticos, sendo este ultimo, o mais difundido entre as
espécies de anuros (WELLS, 2007). A comunicagdo acustica tem um importante papel
nas interagdes sociais, que reflete na biologia reprodutiva das espécies (WELLS, 2007).
Esses cantos podem revelar informagdes sobre localizagdo, condigdes morfofisioldgicas,
disputa por territorio (agressivas) e para a atracao de fémeas (anuncio) (GOODENOUGH
et al., 1993; GERHARDT, 1994; RYAN, 2001; RYAN, 2009; TOLEDO et al., 2015). O
tipo de canto mais frequente entre os anuros € o de anuincio, que indica a localiza¢dao do
macho desempenhando papel crucial na reprodug¢do (WELLS, 1977; TOLEDO et al.,
2015).

O sistema de acasalamento dos anuros ¢ baseado pela preferéncia da fémea
(WELLS, 2007), sendo que essas possuem uma tendéncia por chamadas mais duradouras
e por machos mais vocalmente ativos (MARQUEZ et al., 2008). Diante disso, a escolha
e a composi¢ao das caracteristicas das chamadas sdo cruciais para o sucesso reprodutivo
do individuo. Além das varia¢des ocorridas na vocalizagdo devido a preferéncia da fémea,
a atividade reprodutiva dos anuros esta sujeita a outras pressoes, tais como: fatores
climaticos (temperatura e pluviosidade) (AICHINGER, 1987; GUIX, 1996) e a interagao
parasito e hospedeiro (MADELAIRE et al., 2013).

Buscando um ajuste nessa interacdo, tanto o hospedeiro como o parasito
apresentam uma co-evolucdo ecologica, na qual o hospedeiro impde pressdo seletiva
sobre os parasitas, enquanto a mortalidade causada por estes seleciona o hospedeiro com
maior aptiddo, procurando, assim, um equilibrio na interagdo parasitaria para um
prolongamento da vida do hospedeiro (LIMA et al., 2013; MARTINEZ-BAKKER &
HELM, 2015). Segundo MARTINEZ-BAKKER & HELM (2015), esse conjunto de
forgas dificultam a quantidade correta de distribuicao de energia, deixando a alocagdo de
energia em sobrevivéncia versus reproducao.

A discussdo acerca da relagao parasita e hospedeiro na influéncia da vocalizagao

dos machos traz informag¢des importantes. Além da carga parasitaria consumir parte da
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energia do macho vocalizador, Madelaire et al. (2013) registraram em Boana prasina
Burmeister (1856) uma relagdo inversamente proporcional entre a carga parasitaria € a
qualidade vocacional dos machos. Entretanto, Hausfater et al. (1990) e Tinsley (1990)
relataram que tal relagdo ndo aparenta ter influéncia na vocalizagao dos machos. Logo,
investigar até que ponto essa relagao pode trazer prejuizos na vocalizagdo do hospedeiro
e, consequentemente, em termos de reprodugao ¢ essencial para a compreensao da relagao
entre parasita e hospedeiro.

A vista disso, o presente artigo analisa o descritor parasitologico de abundancia
e a sua interferéncia na comunicacdo acustica de quatro espécies de anuros do Parque
Nacional de Ubajara — CE no que diz respeito ao intervalo de canto, a duragdo do canto e

a frequéncia dominante.

Material e métodos

Area de estudo

O estudo foi desenvolvido em quatro pontos de coletas (3° 44' 7.728" S, 40° 58'
17.760" W, 3°43'24.989" S, 40° 57' 1.487" W, 3° 48' 7.272" S, 40° 57' 2.952" W, 3° 52'
20.784" S, 40° 56' 0.456" W) pertencentes ao Parque Nacional de Ubajara (PNU), que
compreende os municipios cearenses de Ubajara, Tiangud e Frecheirinha (Figura 1). O
PNU abrange uma area de 6.299 hectares, totalizando um perimetro de 63.604.263 metros
(ICMBIO, 2018). Nesta regido, as temperaturas variam em média de 20 a 22 °C, com
periodo chuvoso de janeiro a junho. Quanto a vegetagdo, encontra-se presente a Floresta
Estacional Decidua, Floresta Estacional Sempre Verde e a Savana-Estépica (LOIOLA et

al., 2019).
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Figura 1. Mapa da regido do Parque Nacional de Ubajara — CE.
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Coleta de dados

As coletas foram realizadas durante o periodo chuvoso de janeiro a fevereiro de
2019, entre os horarios de 18:00 h as 00:00 h, totalizando 43 dias consecutivos de campo.
Toda a expedicao foi realizada com uma equipe de quatro pesquisadores, utilizamos o
método de Busca Auditiva (ZIMMERMAN 1994). A coleta das espécies foi autorizada
através de licenca SISBio n° 66749. Foram escolhidas as espécies Leptodactylus fuscus
Schneider, 1799, Leptodactylus troglodytes Lutz, 1926, Leptodactylus mystaceus Spix,
1824 e Physalaemus cuvieri Fitzinger, 1826, pois as mesmas pertencem a mesma familia
e apresentam o mesmo habito terrestre. Os cantos foram registrados com o auxilio de um
gravador digital profissional (Marantz PMD660) com microfone unidirecional
posicionado com distdncia méxima de 50 centimetros a frente do macho emissor. Antes
de cada gravacdo, esperamos 10 minutos para o espécime se familiarizar com a presenca
do pesquisador e, em seguida, foi realizada a gravacdo acustica por 10 minutos. Para
analise, retiramos os primeiros dois minutos iniciais e os ultimos dois minutos finais das
gravagdes, a fim de evitar interferéncias na vocalizagdo do individuo. Apds cada

gravacao, aferimos duas varidveis ambientais: temperatura e umidade.
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Apos a finalizagdo da gravacgdo de cada individuo, os espécimes foram levados
ao laboratorio onde foram eutanasiados com Tiopental sodico (Thiopentax®).
Posteriormente, os individuos foram necropsiados e fora realizado a procura por parasitos
nos o6rgaos internos (coragdo, pulmdo, vesicula biliar, figado, estdmago, intestino
delgado, intestino grosso e bexiga). Ainda foi inspecionado a cavidade dos espécimes
para encontrar possiveis parasitas. Os individuos coletados foram fixados e colocados em
flaconetes com alcool a 70% (Vidal-Martinez et al., 2001).

Posteriormente, os espécimes foram fixados com formaldeido a 10% (FRANCO
& SALOMAO, 2002), conservados em alcool 70%, etiquetados, tombados e depositados
no Nucleo Regional de Ofiologia da Universidade Federal do Ceara (NUROF-UFC),
localizada no campus Pici, Fortaleza — CE. Os espécimes de parasitos foram depositados
na Colegdo Parasitolégica do Laboratorio de Zoologia da Universidade Regional do
Cariri (URCA-P).

As gravacdes foram analisadas usando o software Raven Pro 1.5 (Bioacoustic
Research Program, 2012), com as seguintes configura¢des: fungdo de janela de
Hamming; Tipo de janela Hann; Tamanho DFT amostras de 256 pontos; brilho = 74%;
contraste = 76%; superposicdo de grade de tempo = 50%. Trés parametros temporais
foram medidos manualmente a partir da forma da onda: Notas por Canto (NC), Duragdo
do Canto (DC) e Intervalos do Canto (IC). Para os parametros espectrais, aferimos a
Frequéncia Minima (FMIN), a Frequéncia Maxima (FMAX) e a Frequéncia Dominante
(FD), obtidas a partir de espectrogramas. Todas as terminologias para parametros
acusticos seguiram Kohler et al. (2017). Por fim, as gravagdes foram arquivadas no Banco
de Registros Bioacusticos, do Laboratorio de Herpetologia da Universidade Regional do

Cariri (URCA).

Anadlises estatisticas

O teste de correlacdo ranqueada de Spearman foi utilizado para quatro espécies
gravadas para avaliar a presenga de correlagdes entre a abundancia total de parasitos e as
variaveis de canto dos anuros (DC, IC e FD). Para realizacao do teste foi criada uma
matriz com os dados de abundancia dos parasitos para cada sitio de infec¢ao (coragao,
pulmao, vesicula biliar, figado, estdbmago, intestino delgado, intestino grosso e bexiga) e
das varidveis de canto, em seguida a matriz foi inspecionada com o auxilio da funcdo

“rcorr”, do pacote Hmisc (FRANK et al., 2019), no software R (R Core Team 2019). Os
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descritores parasitologicos (prevaléncia, abundéancia e intensidade média de infec¢ao)

foram utilizados de acordo com a descri¢ao de Bush et al. (1997).

Resultados

No total foram obtidas 41 gravagdes do canto de anuincio de quatro espécies da
familia Leptodactylidae (L. troglodytes, L. fuscus, L. mystaceus e P. cuvieri). Dentre essas
espécies, P. cuvieri foi a espécie que apresentou maior duracao de canto (0,423 s +0,058)
seguido por L. mystaceus (0,314 s +0,055) e L. fuscus (0,269 s £ 0,025). As chamadas de
L. troglodytes, tiveram a menor duragdo média (0,037 s + 0,004) (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros actisticos das espécies Leptodactylus troglodytes, Leptodactylus fuscus Leptodactylus
mystaceus € Physalaemus cuvieri.

DC IC FD
Espécie Min Max Méd Min Max Méd Min Max Méd
L. troglodytes 0,032 0,044 0,037 0,377 0,892 0,602 2812 3088 2944
L. fuscus 0,227 0,31 0,269 1 2,5 1,478 1848 2379 2047
L. mystaceus 0,26 043 0314 052 091 0,74 1012 1294 1159
P. cuvieri 0,34 0,51 0423 0,84 444 1,949 562,5 1008,6 778,9

DC= duracdo do canto; IC= intervalo do canto; FD= frequéncia dominante; Min= minima; Max= Maxima;
Méd= Média

Em relacdo as taxas de infec¢des por parasitos, dos 41 exemplares analisados, 39
estavam parasitados com pelo menos uma espécie de helminto. Leptodactylus fuscus e L.
troglodytes tiveram uma prevaléncia de 100%, enquanto L. mystaceus apresentou uma
prevaléncia de 80% e P. cuvieri com 88,9%. Leptodactylus troglodytes apresentou maior
diversidade, hospedando o total de 12 espécies de endoparasitos. Para todas as espécies
hospedeiras, observou-se que a riqueza de parasita de cada espécime variou de um a trés.

O total de 905 helmintos foram coletados, divididos entre o Filo Nematoda ¢ a
classe Trematoda. Foram encontrados 538 parasitos em L. troglodytes, 215 em L.
mystaceus, 102 em L. fuscus, e 50 em P. cuvieri (Tabela 2). Entre os nematddeos,
Aplectana papilifera Araujo, 1978 e Cosmocerca parva Travassos 1925 foram os
parasitos mais abundantes, correspondendo a 227 e 209 espécimes, respectivamente.
Apenas uma espécie de Acanthocephala foi registrada e ndo foi encontrado a presenca de
nenhum trematddeo. Portanto, as espécies do presente estudo t€ém uma comunidade de

helmintos dominada por espécies do filo Nematoda.



Tabela 2. Helmintos encontrados em Leptodactylus troglodytes, Leptodactylus fuscus Leptodactylus mystaceus e Physalaemus cuvieri no Parque Nacional de Ubajara.

Hospedeiro  Parasito P% NP IMIzEP Sitio

L. troglodytes  Aplectana lopesi 9.1 35 35+10.6 ID, IG
Aplectana papilifera 182 227  113.5457 IG
Cosmocerca parva 18.2 46 2349.5 IG
Cosmocercidae 182 72 36£14.7 IG
Gyrinicola sp. 9.1 6 6+1.8 ID, IG
Larva de Cosmocercidae 182 4 2+0.9 IG
Oswaldocruzia mazzai 18.2 9 4.5+2.4 ID, IG
Oxyascaris sp. 273 39 13£7.5 ID
Physalopteroides venancioi* 182 10 5+£2.2 EST
Raillietnema spectans 9.1 24 24+7.2 IG
Rhabdias breviensis* 63.6 28 4+3 EST, P
Schrankiana sp. 9.1 38 38+11.5 IG

L. fuscus Aplectana lopesi* 11.1 11 11£3.2 IG
Aplectana sp. 1.1 11 114£3.2 ID
Ascarididae 22.2 1 1+£0.3 IG
Cosmocerca brasiliense* 22.2 9 4.5+1.9 ID, 1G
Cosmocerca parva 333 21 7£3.5 ID, IG
Cosmocerca travassosi* 1.1 11 11+£3.2 IG
Cosmocercidae 55.6 23 4.6+2.8 ID, IG
Oswaldocruzia mazzai 55.6 8 1.6+1.2 EST, ID
Physalopteroides venancioi* 11.1 1 1+£0.3 EST
Rhabdias breviensis* 222 6 3+1.2 P

L. mystaceus Aplectana lopesi™ 143 38 38+14.4 IG
Aplectana meridionalis* 143 2 2+0.8 IG
Cosmocerca brasiliense™ 14.3 1 1+0.4 ID

24
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Cosmocerca parva 429 121 40.3+42.3 ID, 1G
Cosmocerca travassosi* 143 35 35+13.2 IG
Cosmocerca sp. 14.3 6 6+2.3 IG
Oxyascaris oxyascaris 28.6 10 5+£2.7 ID, IG
Ochoterenella sp.* 14.3 1 1+0.4 CAV
Rhabdias breviensis* 14.3 1 1+0.4 P
P. cuvieri Physaloptera sp. 8.33 1 1+0.29 EST

Rhabdias breviensis* 16.7 3 1.5+0.62 P
Cosmocercidae 16.7 2 1+0.39 IG
Cosmocerca parva* 66.7 21 2.63£1.76 ID, 1G
Cosmocerca travassosi 8.33 2 2+0.58 IG
Aplectana lopesi* 833 4 4+£1.15 IG
Oxyascaris oxyascaris 8.33 3 3+0.87 IG
Centrorhynchus sp. 833 14 14+4.04 IG

P%= Prevaléncia; NP= Numero de Parasito; IMI= Intensidade Média de Infec¢do; EP= Erro Padréo; Sitio= Localidade onde o parasito foi encontrado, sendo: P=Pulméao; EST=
Estomago; ID= Intestino Delgado; IG= Intestino Grosso; CAV= cavidade. *=Novo registro para a espécie hospedeira.
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O presente estudo trouxe novidades quanto ao parasitismo das espécies
hospedeiras, sendo que para L. mystaceus registramos seis espécies de parasitos inédito
para esse hospedeiro (4dplectana lopesi, Aplectana meridionalis, Cosmocerca brasiliense,
Cosmocerca travassosi Ochoterenella sp. e Rhabdias breviensis). Apesar de terem
trabalhos publicados sobre o parasitismo destas espécies, também encontramos novos
registros em L. troglodytes (Physalopteroides venancioi e Rhabdias breviensis), L. fuscus
(Aplectana  lopesi,  Cosmocerca  brasiliense,  Cosmocerca travassosi,
Physalopteroides venancioi, Rhabdias breviensis) e P. cuvieri (Aplectana lopesi,
Cosmocerca parva € Rhabdias breviensis).

Através da analise, podemos notar a correlagdo da abundancia de parasitos no
pulmdo de L. troglodytes com a duracdo do canto da espécie (R=0,69, P=0,02) sendo
observado que quanto maior o nimero de parasitos no pulmao, mais longo ¢ o canto da

espécie (Grafico 1).

Grafico 1: Relagdo entre a abundancia de parasitos no pulmio e a duragdo do canto, na espécie L.
troglodytes. DC: duragdo do canto. PUL: pulméo.
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Com relagdo a L. fuscus, o nimero de parasitos no intestino grosso influenciou
no intervalo do canto (Grafico 2) da espécie (R=0,61, P=0,04). Para P. cuvieri os parasitos
do intestino delgado que tiveram correlagdo (R=-0,86, P=0,001) e o intervalo do canto foi
alterado, sendo diminuido quando a abundéancia ¢ alta. Sendo assim, para ambos os

hospedeiros, a alta abundancia de parasitos nesses o0rgaos, podem levar os emissores
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acusticos a potencializarem seus cantos, no qual, um produz chamadas mais longas e o

outro aumenta a taxa de reincidéncias nas chamadas, respectivamente (Grafico 3).

Grifico 2. Relacdo entre abundancia de parasitos no intestino grosso e o intervalo do canto, na espécie L.
fuscus. 1G: Intestino grosso. IC: Intervalo de canto.
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Grafico 3. Relagdo entre a abundancia de parasitos no intestino delgado e o intervalo de canto, na espécie

P. cuvieri. 1C: Intervalo do canto. ID: Intestino delgado.
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Leptodactylus mystaceus teve sua duracdo do canto influenciada pelo total de

parasitos do intestino delgado (R=-0,66, P=0,03), porquanto, a baixa abundancia de
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parasitos nesse 0rgao proporciona cantos mais longos para o hospedeiro (Grafico 4). Para
as varidveis ambientais, nenhuma delas teve correlagdo com os pardmetros acusticos das

espécies.

Grifico 4. Relacdo entre a abundancia de parasitos no intestino delgado e a duracdo do canto, na espécie
L. mystaceus. 1D: Intestino delgado. DC: Duracao do canto.
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Discussao

Encontrou-se o total de 905 espécimes de parasitos, altas taxas de infec¢des sao
esperadas para anuros de habitos terrestres, posto que seu modo de vida facilita a infec¢do
por parasitos de ciclo direto (ANDERSON, 2000; LIMA et al., 2012). As comunidades
de helmintos diferiram entre as quatro espécies de anuros com quatro espécies
compartilhadas e seis espécies exclusivas. O filo Nematoda apresentou maior prevaléncia
e abundancia. Espécies pertencentes a esse filo apresentam predisposi¢do para infeccdes
em hospedeiros, em razdo destes parasitos apresentarem ciclo de vida direto
(ANDERSON, 2000). Também encontramos um unico individuo pertencente ao filo
Acanthocephala. A baixa prevaléncia deste, ja ¢ esperado em populagdes de anfibios
(SMALES, 2007).

Os niveis de infec¢do causados por parasitos de ciclo direto dominam as taxas

de abundincias em hospedeiros terrestres (BOLEK & COGGINS, 2003; CAMPIAO,
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2009). Por exemplo, 4. papilifera foi a espécie mais abundante entre as demais. Rhabdias
breviensis Nascimento et al. (2013) apesar de ndo superar em quantidade, foi encontrada
em todas as espécies de hospedeiros analisados. Espécies do género Rhabdias possuem
ciclo de vida monoxénico, sendo que os hospedeiros adquirem a infec¢ao através de
penetracao das larvas diretamente na pele (ANDERSON, 2000). Segundo o mesmo autor,
os ciclos de vida dessas espécies sdo compostos por larvas infectantes e formas de vida
livre. Geralmente, as espécies sdo encontradas no pulmao, no entanto Rhabdias sp.
também foi encontrado no estdmago de um individuo de L. troglodytes. Possivelmente, o
parasito deslocou-se para a regido oral, onde foi deglutido pelo hospedeiro.

Apesar de ja existirem trabalhos voltados para fauna parasitaria de L. mystaceus
no Brasil (Ver. CAMPIAO et al., 2014), encontramos seis novos registros para a espécie
hospedeira (Ver tabela 1). Physalaemus cuvieri ja foi estudado no Brasil por Santos &
Amato (2012), Campido et al. (2014), Aguiar (2013) e Oliveira et al. (2018), todavia, os
resultados do presente estudo adicionam trés novos registros para esse hospedeiro. Em L.
fuscus, cinco novos registros de parasitos foram registrados para o hospedeiro. Em revisao
realizada por Campido et al. (2014), a fauna parasitaria de L. fuscus contava com 16
espécies de parasitos, portanto, com os dados obtidos no presente trabalhos, a lista de
parasitos para esse hospedeiro cresce para 19 espécies.

A diversidade de parasitos descritos para uma espécie fornece informagdes mais
robustas sobre os processos seletivos, estratégias reprodutivas (TODD, 2007) e
adaptagdes na relacdo parasito-hospedeiro (POULIN 2007; BENTZ et al., 2006).
Portanto, trabalhos que apresentam novos resultados de parasitos sdo de fundamental
importancia, posto que trazem nogdes de relevancia ecologica, como também fornecem
conhecimentos que podem ajudar na manutencdo da diversidade biologica
(MCCALLUM & DOBSON, 1985).

No presente estudo pode-se observar a influéncia parasitaria nas propriedades de
chamadas dos machos, onde a presenca dos parasitos modificou algumas das
propriedades actsticas das espécies analisadas. Estudos demonstram que a preferéncia
das fémeas varia de acordo com as propriedades acusticas, sendo apreciadas as chamadas
longas e duradouras, alta taxa de repeti¢io e baixa frequéncia (Ver. MARQUEZ et al.,
2008). Por exemplo, fémeas de Cophixalus ornatus apresentam uma forte escolha por
machos emissores de baixa frequéncia dominante (FELTON et al., 2006).

Entretanto, diferente de nossas expectativas, em L. troglodytes quanto maior a

abundancia de parasitos, maior a duracao do canto. O numero de parasitos nao influenciou
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a duragdo da chamada em L. fuscus e P. cuvieri, no entanto, os individuos dessas espécies
aumentaram a frequéncia de repeticdo das chamadas. Considera-se esse resultado
positivo, visto que os machos podem impressionar as fémeas com a periodicidade das
chamadas, exibindo, assim, demonstragdes de um hospedeiro saudavel. Por exemplo,
Marquez et al (2008), demostrou que fémeas de Alytes obstetricans Laurenti (1768) tém
favoritismo por machos que possuam chamadas longas e repetitivas. O pensamento de
Andersson (1994) reforca essa afirmagao, pois as fémeas apresentam sinal de preferéncia
por machos que possuam caracteristicas de um individuo saudavel e, uma vez escolhidos,
elas melhoram seus esforgos reprodutivos (ANDERSSON, 1994). Dessa forma, as
fémeas causam uma pressao de selecdao preferindo apenas os machos fortes e sadios,
gerando em sua prole, individuos cada vez mais vigorosos (ANDERSSON, 1994).

Alguns autores afirmam que a reducdo no sucesso reprodutivo é uma
consequéncia bastante comum devido a infec¢do por parasitos (HURD, 2001; KLEIN,
2005; LIMA et al., 2013). De fato, alguns estudos mostram uma reciprocidade inversa
entre o investimento reprodutivo e a carga parasitdria presente de anfibios anuros
(MADELAIERE et al., 2013), sendo também relatada em lagartos (GALDINO et al.,
2014). Nos espécimes de L. mystaceus estudados no presente estudo, encontrou-se
resultados parecidos, tendo a DC reduzida a medida que a abundancia de parasito no
intestino grosso cresce.

As interagdes entre os sistemas do corpo sdao alteradas de acordo com a
disponibilidade de recursos que o individuo detém (AGNEW et al., 2000). Dessa forma,
cabe a Sele¢do Natural favorecer individuos que mantém um padrdo de alocagdo de
energia produzindo proles com melhor aptiddo (AGNEW et al., 2000). Para sobreviver,
as espécies alocam diferentes quantidades de recursos para cada ocasido, sendo mais
recursos energeticos para um e menos para outro. Provavelmente, o hospedeiro L.
mystaceus teve sua duracdo do canto reduzida devido aos distirbios que os parasitos
causaram. Endoparasitos podem causar instabilidade no gasto energético utilizado pelo
sistema imunologico (TINSLEY et al., 2002; KRISTAN & HAMMOND, 2004). Além
disso, parasitos podem causar disturbios na absor¢ao de nutrientes, levando a perda de
massa nos hospedeiros (HOLMES & ZOHAR, 1990; KYRIAZAKIS et al., 1998;
KRISTAN, 2002), respostas imunologicas custosas (LOCHMILLER & DEERENBERG,
2000). A baixa disponibilidade energética limita os gastos na sobrevivéncia e na
reprodugdo das espécies (FULLER & BLAUNSTEIN, 1996; BOLLACHE et al., 2001).

Em outras palavras, uma infec¢ao parasitaria pode levar um hospedeiro a sofrer alteragdes
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no valor adaptativo (SCHUPBACH & BAUR, 2008). A situagio das espécies hospedeiras
podem ser agravadas aumentando a disputa por energia entre o sistema imunolédgico e
reprodutivo quando os recursos sdo limitados (FRENH et al., 2007).

Tuttle & Ryan (1981) predizem que um maior esfor¢o reprodutivo pode atrair
maior risco de predagdo, assim, se o parasito tiver o espécime como hospedeiro definitivo,
esse comportamento ndo ¢ vidvel para o mesmo. Além do mais, assim como para L.
mystaceus, existem outros estudos onde a interacao parasito-hospedeiro nao afetou o
sucesso reprodutivo (HAUSFATER et al., 1990; GREESPAN et al., 2016; FORSTER,
2017, MADELAIRE, 2012).

No entanto, para L. troglodytes L. fuscus e P. cuvieri, a carga parasitaria pode
resultar em vantagens para o hospedeiro, devido ao aumento na duracdo e na repeti¢ao
das chamadas que pode aumentar o sucesso reprodutivo dessas espécies. Resultados que
demonstram um melhoramento na capacidade de chamada dos machos de anuros ja foram
confirmados em outros trabalhos (Ver. ROZNIK, et al., 2015; AN & WALDMAN, 2016).
Os meios encontrados pelos machos para compensar a mortalidade impostas pela
infeccdo parasitaria pode aumentar o investimento no esforco reprodutivo (FORBES,
1993; AGNEW et al., 2000). Além disso, as habilidades do hospedeiro para tornar-se
atraentemente igual ou superior a um individuo saudéavel pode ser um ajuste de Selegao
natural que visam sua posterior transmissao. Essa ideia ¢ sustentada, pois quando um
macho aparentemente saudavel acasala, ele tem chances de passar sua vulnerabilidade a
infecgoes para sua prole (PFENNIG & TINSLEY 2002; AN & WALDMAN, 2016).
Outro exemplo de manipulacdo de parasitos ocorre nas fémeas de anuros, onde fémeas
parasitadas fizeram menos investigagdes nos machos, chegando a fazer escolha de
machos com baixa qualidade (POULIN, 1995; POULIN & VICKERY, 1996). Os
parasitos também podem limitar a quantidade de recurso, como também, manipular a
distribuicao dos recursos para o individuo (CRESSLER et al., 2014).

Outra alternativa também decorrente dos efeitos do parasito, ¢ a manipulagdo
imposta por esses, uma vez que, estes podem modificar as interagdes competitivas e
predador-presa entre os individuos (PRENTER et al. 2004; LEFEVRE et al. 2009).
Estudo demostra, que espécies de ciclo heteroxénico tendem a modular o comportamento
das espécies hospedeiras, facilitando a predacdo, afim de atingir o hospedeiro definitivo
(KAVALIERS et al., 2000). Por exemplo, Holland et al. (2007), relatou a ocorréncia de
deformidades em anuros causados por parasitos da classe Trematoda. Essas

malformagdes podem estar ligadas a maior facilidade que esses individuos terdo de serem
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predados. Moluscos também, devido a acdo de parasitos, alteram seu comportamento,
onde apresentam dificuldades para fugir de predadores (MOURITSEN, 2002; BABIRAT
et al., 2004). Espécies de acantocéfalos sdo registrados causando alteracdes no
comportamento dos seus hospedeiros intermedidrios, o que os leva a serem presas faceis
para peixes e aves (MOORE, 2001).

Os parasitos sdo causadores de impactos na vida dos seus hospedeiros
(CHANDRA & GUPT, 2007), seja alterando o tamanho das populagdes, influenciando
no crescimento do hospedeiro ou diminuindo suas chances reprodutivas (PITTKER et al.,
2008; MORAND & GUEGAN, 2008; KELEHEAR et al., 2011; MADEILARE et al.,
2013). Parasitos sdo relatados até mesmo como responsaveis por extingdo de espécies
(LINDENFORS et al., 2007). Segundo Lima et al. (2013), a interagdo entre um parasito
e hospedeiro causa efeitos negativos, onde, para sobreviver, o hospedeiro busca alocar
suas energias na resisténcia contra o parasitismo. Dessa forma, essa associa¢do pode levar
a alteragdes no seu desempenho reprodutivo (SCHULTZ et al., 2006). Porém, com base
nos resultados obtidos, discorda-se dos autores citados nesse paragrafo, pois, a relacdao
parasita-hospedeiro para as espécies de L. troglodytes, L. fuscus e P. cuvieri pode ter
encaminhado estes espécimes a terem maiores chances de conseguir parceiros
reprodutivos.

A influéncia do ambiente (temperatura, umidade) traz variagcdes nos parametros
acusticos do canto dos espécimes vocalmente ativos (RITKE et al., 1992; ALMEIDA-
GOMES et al., 2007; STEELMAN & DORCAS, 2010; MILNE et al., 2013; SOUZA et
al., 2019). Devido apresentar caracteristicas de seres ectotérmicos, a temperatura constitui
o principal fator na atividade dos anuros (NAVAS, 1996; HAUSELBERGER &
ALFORD, 2005). Nesse trabalho a temperatura nao influenciou, corroborando o trabalho
de Madelaire et al. (2013) e Kiss et al. (2009), no qual as varidveis ambientais nao foram
fator determinante nos padrdes acusticos das espécies. Segundo Brooke et al. (2000), a
intensidade da interferéncia varia de espécie para espécie, sendo algumas mais
susceptiveis e outras nao.

Confirmou-se a hipotese de que os parasitos influenciam nos parametros acusticos
das espécies estudadas. Para L. troglodytes, L. fuscus e L. cuvieri, a abundancia de
parasito teve uma correlagdo positiva com as propriedades temporais das chamadas.
Acreditamos que essa relagao pode ter sido influéncia de parasitos de ciclo heteroxenico,
onde os mesmos buscando atingir o hospedeiro definitivo, podem modular o

comportamento reprodutivo das espécies de anuros visando a predacdo do mesmo.
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Baseado na preferéncia das fémeas de anuros, os machos dessas espécies podem ter um
maior sucesso reprodutivo, visto que as mudancas na vocaliza¢do teoricamente
proporcionam maiores chances de atrair parceiros reprodutivos. Para L. mystaceus, os
parasitos podem ter prejudicado o sucesso reprodutivo dos machos, uma vez que a

abundancia de parasito teve uma correlacao negativa para a duracao da chamada.
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Abstract

Diet, reproduction and sexual dimorphism of Boana raniceps (Anura: Hylidae) in a
Caatinga area, northeastern Brazil. Despite the widespread distribution, studies on
natural history and ecology of Boana raniceps are still scarce. Here, we analyze the diet,

reproduction and sexual dimorphism of a B. raniceps population in an area of Caatinga,
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northeastern Brazil. We observed that B. raniceps is generalist, with a great diversity of
prey categories, but with a certain preference for Coleoptera. The Relative Importance
Index (RII) for each prey category differed between males, females and juveniles, being
Orthoptera more consumed by males and Hymnoptera for females. Females were found
carrying eggs during the rainy and dry season. The number of eggs ranged from 153 to
3904 (1043.591 + 1086). Among males and females, size was not a limiting factor in
fecundity; there was no difference in litter size between females and snout-vent length
(SLV) in males. For this population, there was sexual dimorphism of size, with females

being larger (SLV = 70.17 + 5.44) than males (SVL = 64.25 + 2.68).

Keywords: Amphibians, Ceara, Coleoptera, Diet composition, Natural history,

semiarid.

Resumo

Dieta, reproducio e dimorfismo sexual de Boana raniceps (Anura: Hylidae) em
uma area de Caatinga, nordeste do Brasil. Apesar da ampla distribui¢do, trabalhos de
historia natural e ecologia de Boana raniceps ainda sdo escassos. Aqui, nds analisamos
a dieta, reproducao e dimorfismo sexual de uma populagdo de B. raniceps em uma area
de Caatinga, nordeste do Brasil. Observamos que a composi¢do alimentar de B.
raniceps ¢ generalista, com uma grande diversidade de diferentes categorias de presas,
mas com uma certa preferéncia por Coleoptera. O Indice de Importancia Relativa (RIT)
para cada categoria de presa diferiu entre machos, fémeas e juvenis (x> = 147,79, df =
18, p <0.001), sendo que os machos optaram mais por Orthoptera, fémeas por
Hymnoptera e juvenis por Coleoptera. Fémeas foram encontradas portando ovos

durante o periodo chuvoso e seco. O nlimero de ovos variou de 153 a 3904 (1043.591 +
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1086). Entre machos e fémeas, o tamanho nao foi fator limitante na fecundidade, ndo
havendo diferenga no tamanho da ninhada entre as fémeas € no comprimento rostro-
ventral (SLV) nos machos. Para essa populagao, houve dimorfismo sexual, com as

fémeas sendo maiores (SLV = 70.17 &+ 5.44) que os machos (SVL = 64.25 + 2.68).

Palavras-chave: Anfibios, Ceara, Composi¢ao da dieta, Coleoptera, Historia natural,

Semiarido.

Introduction

Within the amphibian order Anura, the Hylidae family is highlighted by its high
richness, with 1.001 known species (Frost 2019) In Brazil, hylids are represented by
361 species, distributed in 20 genera (Segalla et al. 2019). Hylids in the genus Boana
Gray 1825, comprises 63 species, being widely distributed in Neotropical region, from
Nicaragua to Argentina, including the islands of Trinidad and Tobago (Frost 2019).
Species of this genus are subdivided into seven monophyletic groups (Faivovich ef al.
2005): Boana albopunctata (Spix, 1824), Boana benitezi (Rivero, 1961), Boana faber
(Wied, 1821), Boana pellucens (Werner, 1901), Boana pulchella (Duméril and Bibron,
1841), Boana punctata (Schneider, 1799) and Boana semilineata (Spix, 1824).

Many studies on the natural history of species of Boana address aspects of their
reproductive biology (Guimaraes and Bastos 2003, Giasson and Haddad 2007, Muniz et
al. 2008, Reinke and Deiques 2010, Lisboa ef al. 2011, Lima et al. 2013) and diet (Vaz-
Silva et al. 2004, Araujo et al. 2007, Sabagh et al. 2010, Telles et al. 2013, Barbosa et
al. 2014, Leite-Filho et al. 2017, Pacheco et al. 2017, Moser et al. 2019), in different

Brazilian biomes (Cerrado, Amazon Rainforest, Atlantic Forest and Pantanal).
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However, knowledge about dietary and reproductive patterns and sexual dimorphism in
species of the Boana genus in the Caatinga domain is scarce.

Prey ingestion can be affected by several factors, such as body size and shape,
foraging behavior, phylogeny and reproduction (Parmele 1999). Treefrogs in the
Hylidae family are usually generalists and opportunists, with dietary specialization in
special conditions (Parmele 1999, Brandao 2001). Morphology is also related to dietary
divergences, where the prey type may vary with predator body size and jaw length
(Munoz-Guerrero et al. 2007).

Most species of tropical anurans can reproduce throughout the year (Duellman
and Trueb 1986). However, in many species, reproduction is associated with rainfall
seasonality (Duellman and Trueb 1986). In general, many species have a positive
relationship between body size and egg production (Prado and Haddad 2005).
Therefore, the size of children is positively correlated with the fecundity of various frog
species (Lemckert and Shine 1993, Liiddecke 2002, Prado and Haddad 2005).

Boana raniceps (Cope, 1862) belonging to the Boana albopunctata group and is
one of the most distributed species, occurring in Argentina, Bolivia, Brazil, French
Guiana, Paraguay and Venezuela (Uetanabaro ef al. 2008), inhabiting several habitats,
including forests, lagoons, puddles and rivers, even degraded and urban habitats (Frost
2019). Studies regarding biological aspects of B. raniceps were conducted in Atlantic
forest fragment, Paraiba state (Leite-Filho ef al. 2017), in the Pantanal, Mato Grosso do
Sul state (Sabagh et al. 2010) and in the Cerrado, Goias state (Guimaraes and Bastos
2003). Thus, the present study provides information on the dimorphism of B. raniceps

diet, reproduction and sexual size in an area of Caatinga, northeastern Brazil.

Materials and Methods
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Fieldwork was carried out in Mauriti municipality (7°23°21”S and 38°46"28"W),
southern Ceara state, northeastern Brazil (Figure 1). The studied region is located at the
Caatinga domain with tropical semiarid climate, annual rainfall is 872mm and
temperatures from 24°C to 26°C. The area is covered by arboreal-shrubby caatinga and
arboreal caatinga (Ipece 2017).

Specimens were captured during visual surveys in five days in November 2013
(dry season) and February 2014 (rainy season). Individuals were collected manually and
euthanized with a lethal injection of Sodium Thiopental, then fixed with 10% formalin
and preserved with 70% ethanol (Franco and Salomao 2002). All collected specimens
were deposited in the Colegdo Herpetologica da Universidade Regional do Cariri-
URCA. Prior to fixation, we took mass with spring scales (Pesola®) and measurements
with a digital caliper (0.01 mm precision). The following morphological variables were
taken (according to Napoli and Pimenta 2009): snout-vent length (SVL), head width
(HW), head length (HL), head height (HH), jaw length (JL), forearm length (FL), arm
length (AL), hand length (HAL), thigh length (TL) and foot length (FOL). All data for
statistical analysis were tested for normality and homoscedasticity with Shapiro-Wilk
and Levene test, respectively. When the assumptions for parametric variables were not
met, we log-transformed the data (Zar 2010), and applied non parametric tests (Sokal
and Rolf 1985).

For diet, the stomach of each specimen was removed and the contents analyzed
under a stereomicroscope to identify prey items to the most inclusive taxonomic level
possible (e.g., order). Prey items that could not be identified due to advanced stage of
digestion were included in the “unidentified remains” category. We recorded length and
width (0.01 mm) of intact items with digital calipers and estimated prey volume (V)

using the ellipsoid formula: V=4/3.n(L/2).(W/2)?, where V= volume, L= length and W=
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width To determine the relative contribution of each prey category, we calculated the
relative importance index (RII) for pooled individuals and separately by sex and
adults/juveniles using the formula (Powell ef al. 1990): RII = (F%+N%+V%)/3, where
F%, N% and V% are the percentages of frequency, number and volume of prey,
respectively. A Correspondence analysis (CA) were performed with RII values to test
differences between sex and age class.

Sex was assigned by dissection and direct examination of the gonads, considering
males analyzed as reproductively mature (adult) because they all showed convoluted
epididymides. We considered females as reproductive actively when they possessed
mature ovarian eggs. To evaluate the influence of body size on fecundity we performed
a Pearson correlation between testicular volume for males and number of eggs for
females with snout-vent length (SVL). To access sexual differences in morphological
variables, we conducted Mann-Whitney tests, and the variables without statistical
significance (p > 0.05) were taken from the following analyzes. Subsequently, a
Principal Component Analysis (PCA) was used to inspect distribution of data between
the sexes, as well as to evaluate if any variable emerges as discriminant in the
morphometric distinction, based on the contribution load of each variable for the main
components indicated by the parallel analysis (Peres-Neto et al. 2005). Finally, because
the PCA did not statistically account for the difference between the two groups, we used

a PERMANOVA to evaluate if they present a statistically significant difference.

Results
We analyzed 34 specimens of Boana raniceps, being 18 males, 11 females and
five juveniles. Of these, 29 (85.29%) presented stomach contents. We found 85 prey

items, distributed in 10 prey categories (Table 1). Coleoptera (69.41%) was more
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important numerically in the diet of B. raniceps, followed by Formicidae (9.41%) and
Mantodea (7.05%). Coleoptera is also more important volumetrically (27.87%), in
frequency (52.08%) and had the highest Relative Importance Index (RII) (49.79%).
Formicidae and Mantodea were also more important in frequency (12.5% each).
Regarding RII, Hymenoptera and Orthoptera had the highest values after Coleoptera,
with 16.28% and 8.53% respectively (Table 1).

Relative Importance Index for each prey category differed between males,
females and juveniles (x> = 147.79, df = 18, p < 0.001). Coleoptera was the prey
category that contributed most in the diet of adults and juveniles, followed by
Hemiptera which contributed with 22.37% in females’ diet and Orthoptera (18.31%) in
males’ diet. Blattodea was consumed only by juveniles, contributing with 19.53%
(Figure 3).

Males presented 58.13 to 69.72mm SVL (64.25 + 2.68) and females 62.06 to
78.57mm SVL (70.17 £+ 5.44). Number of eggs varies from 153 to 3904 (1043.591 +
1086). Testicular volume varies from 3.021mm? to 9.367mm? (5.502mm? + 2,01). Both
volume of testicles and number of eggs are not correlated to SVL (t = 0.53475, p =
0.6002; t=0.39945, p = 0.6989, respectively).

Boana raniceps exhibited sexual size dimorphism, where females were larger
than males (w = 162; p < 0.05). As the analyzed morphometric variables are correlated
with the SLV, we removed this effect and redid the analyzes. After excluding the
autocorrelated variables, there were no significant differences between the

morphometric variables analyzed between the sexes (Table 2).

Discussion
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We recorded high diversity in the diet, which reflects the generalist behavior of
Boana raniceps. In general, Hylids are considered generalist predators, including
several species in the genus Boana, whereas the characteristics that define a generalist
species can be expressed by the use and tolerance of a wider range of resources (Peers et
al. 2012). For example, B. albopunctatus consumed 9-13 prey categories (Aradjo et al.
2007, Guimaraes et al. 2011, Pacheco et al. 2017), Boana semilineata, Boana pombali,
and Boana cinerascens consumed 10 different categories of prey (Telles ef al. 2013,
Protazio et al. 2017). In the present study, Boana raniceps can also be considered as a
dietary generalist species, since 10 prey categories were recorded. Likewise, Sabagh et
al. (2010) and Leite-Filho et al. (2017) found 11 and 13 prey categories in the diet of B.
raniceps from Pantanal wetlands and Atlantic Forest, respectively.

Wide ranging species may have ecological aspects, such as diet, influenced by
climate or physical aspects of the environment (Mesquita et al. 2018). Some lizards may
vary their type, size and amount of prey among different populations (Parker and Pianka
1975, Vitt and Colli 1994, Vitt et al. 1998). For example, in a study conducted by
Siqueira et al. (2013), Tropidurus torquatus diet consisted of arthropods, mollusks and
plant material. In the nine populations studied, although the diet was predominated by
the family Formicidae and the order Isoptera, the amount of lizard stomachs differed
from one region to another. Thus, the different volumetric quantities of prey may be
influenced by local environmental factors, especially the availability of food items. For
B. raniceps, Coleoptera, Hymenoptera (Formicidae) and Mantodea were the most
consumed items in the Caatinga (this study), while Coleoptera, Blattaria and Aranae
were the most important prey in Pantanal (Sabagh ef al. 2010) and Coleoptera, Acari
and Aranae in the Atlantic forest (Leite-Filho et al. 2017). Thus, even in different

ecosystems, the quantity and the Relative Importance Index in the predation of
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Coleoptera by B. raniceps is more effective in relation to the other prey, which suggests
the generalist and opportunistic character of the species. This fact may be due to the
abundance and availability of taxon prey in the different habitats.

Most tropical anurans are able to reproduce throughout the year, and rainfall is
the main limiting factor influencing reproductive activity (Haddad and Sazima 1992,
Duellman and Trueb 1994). Moreover, other factors may also limit the reproductive
period (Wells and Schwartz 1982), such as vegetation and the presence of predators
(Tuttle and Ryan 1981, Abrunhosa et al. 2006). For example, individuals who exhibit
some tolerance to climatic variation generally have prolonged breeding (Wells 1977). In
the present study, B. raniceps presented prolonged reproduction, with females carrying
eggs during the rainy and dry season. The same pattern was observed for the same
species in a Cerrado area, where the reproductive period occurred from November to
February (Guimaraes and Bastos 2003), Pantanal (Prado and Haddad 2005) and
Caatinga (Oliveira et al. 2018). Prolonged breeders are also recorded in the genus
Boana, such as B. albopunctatus, B. crepitans, B. faber and B. multifasciata (Heming et
al. 2008, Muniz et al. 2008, Lima ef al. 2013, Nascimento et al. 2015), as well other
hylids, such as Aparasphenodon arapapa (Lantyer-Silva et al. 2014), Dendropsophus
minutus (Leivas et al. 2018) and Scinax fuscomarginatus (Toledo and Haddad 2005).

Reproduction was annual, with females were found carrying eggs during the
rainy and dry season. According to Kaplan (1987), females that produce a larger litter
contribute to a higher survival rate of their offspring. Clutch size in B. raniceps (1732.3
eggs) is similar to that recorded for other species in the genus, such as B. albopunctata
(948.78 eggs - Santos 2008) and B. crepitans (2053.5 eggs - Nascimento et al. 2015).
Furthermore, Guimaraes and Bastos (2003) and Prado and Haddah (2005) found that

larger females of B. raniceps presented higher numbers of eggs than smaller individuals
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females. However, in the present study, there was no significant relationship between
number of eggs and body size of the females, as also observed for B. crepitans in other
studies (e.g., Santos 2008, Nascimento ef al. 2015).

Anuran females are commonly larger than males, and this feature may be related
to the larger space available for more eggs (Shine 1979, Wells 2007). Although among
males and females the size was not a limiting factor in fecundity — there was no
difference in litter size between females or SVL; the present study found larger females
than males, as well as other studies (Ozdemir ez al. 2012, Cajade et al. 2013, Otero et al.
2017). Thus, female growth for this population of B. raniceps is not related to the
selective pressures involved in female fertility, since the number of eggs found did not
show a significant correlation with body size. Thus, species that present larger females
than males may be the result of other types of pressures, such as interspecific
interactions between males and females competing for the same ecological niche (Shine
1989).

In general, there are no intersexual differences in anurans diet (Maneyro et al.
2004; Almeida et al. 2010, Wachlevski ef al. 2011; Moro et al. 2012, Sugal et al. 2012).
However, individuals of the same species may differ in resource use (Van-Valen 1965,
West 1988, Estes et al. 2003). For example, importance index was different among prey
types of B. raniceps, with Orthoptera as the most important prey for males and
Hymnoptera for females. For juveniles, both Coleoptera and Blattodea were the most
important prey types, being the latter only consumed by juveniles. Thus, morphological
features and age class may be related to selection of prey types (Polis 1984, Schoener
1986, Smith, Skulason 1996).

One explanation for this differentiation of food items may be through the

Optimal Foraging Theory, where the consumption of certain prey is influenced by the
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energy requirement used by the specimen (Schoener 1971, Bolnick et al. 2003). Thus,
intersexual variation in diet found here may be related to the way each individual
allocates their energies. For example, males spend most of their energy reserves
vocalizing and to maintain and defend their territory (Wells 2007), while females invest
in egg production (Shine 1979, Halliday and Verrell 1988).

Head size in anurans corresponds to the choice of prey size to be captured
(Duellman and Trueb 1986, Lima and Moreira 1993). However, no differences in order
and size of prey were found in relation to the body size of the individual, since the lip
commissure (CLAB) showed no difference in relation to body size between genders.
Despite the morphometric variables analyzed (such as CLAB) did not show significant
differences between the sexes, females, even though they were smaller in number,
ingested a larger volume and number of prey and also had a higher frequency of
consumption. This behavior can be explained by the fact that females allocate more
energy to egg production (Shine 1979, Halliday and Verrell 1988). In addition, other
variables such as leg length (LL) and foot length (FL) also showed a biased growth in
the females of this population. Although these characteristics are found in most frogs of
both sexes because of saltatory methods in locomotion (Hirai and Matsui 2001), Shou ef
al. (2005), have suggested that these traits may help females support more weight
during pregnancy, mated male transportation, improved swimming and evading
predators. On the other hand, some authors claim that males tend to have larger
forelegs, as they have a better ability to stay active in amplexes (Wells 1977, Berven
1981, Liao et al. 2012). In this study, the variables related to the forelimbs that we
measured also showed no significant differences between the sexes.

Our study adds important ecology and natural history data of a species widely

distributed in Brazil. We observed that the Boana raniceps food composition is wide,
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with a great diversity of different prey categories, but with a certain preference for
Coleoptera, which suggests the generalist and opportunistic character of the species.
Reproduction was prolonged with the females carrying eggs during the rainy and dry
season. For this population, there was sexual dimorphism of size, with females being

larger than males.
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Table 1. Diet of Boana raniceps in a Caatinga area. F = absolute frequency, F% = relative
frequency, N = Number of prey items, N% = relative number of prey items, V = Volume, V% =
relative volume, and RIl = Relative Importance Index.

Category F F (%) N N (%) ' V (%) RII
Insecta

Coleoptera 25 52.1 59 69.4 1748.1 27.9 49.8
Blattodea 1 2.1 1 1.2 26.9 04 1.2
Odonata 1 21 1 1.2 324.3 5.2 2.8
Formicidae 6 12.5 8 9.4 13.8 0.2 7.4
Mantodea 6 12.5 6 71 263.0 4.2 8
Hemiptera 3 6.2 4 47 2377.0 37.9 16.3
Hymenoptera 1 21 1 1.2 35.7 0.6 1.3
Lepidoptera 1 2.1 1 1.2 243.5 3.9 24
Orthoptera 3 6.2 3 3.5 993.2 15.8 8.5
Mollusca

Gastropoda 1 21 1 1.2 244.6 3.9 24
Total 48 100 85 100 6270.375 100 100

Table 2. Mann—Whitney test results of sexual size dimorphism for each morphometric variable
of Boana raniceps. Snout—vent length (SVL), head width (HW), head length (HL), head height
(HH), jaw length (JL), forearm length (FL), arm length (AL), hand length (HAL), thigh length (TL),
tibia length (TIL), and foot length (FOL). All values are given in mm.

Variables Males Females w P

SVL 65.2 70.6 162 <0.01
HW 21.0 221 112 0.5801
HL 22.3 23.2 87 0.6109
HH 8.9 10.0 120 0.3628
FL 10.4 124 118 0.412
AL 10.1 10.5 104 0.8424
HAL 18.5 21.3 117 0.4379
TL 36.1 37.6 111 0.6109
TIL 37.5 40.5 109 0.6744
FOL 453 48.9 94 0.8424

JL 39.1 40.9 74 0.2758
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Table 3. Permanona results for sex differences of Boana raniceps. Df — degrees of freedom, Ss

— Square sum, Ms — Mean squares, F —F statistics, r> — model adjustment.

2
Varibles Gl SQ MQ F R p
0.04
Sexes 1 0.02115 0.021148 0.51171 0.791
Residuals 27 1.11589 0.041329 0.95

Total 28 1.13704
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Figure 1. Schematic map of the study site in the municipality of Mauriti, Ceara, Brazil.
A: south america map. B: Ceara state map. C: city map of Mauriti.
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Figure 2. Correspondence analysis with Relative Importance Index (RIl) for each prey category
in diet of males (RIl Ma), females (RIl Fe) and juveniles (RIl ju) of Boana raniceps in an area of
Caatinga, northeastern Brazil.
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Figure 3. Principal component analysis scores on sexual size dimorphism of Boana raniceps.
SVL: snout-vent length. HW: head width. HL: head length. HH: head height. JL: jaw length. FL:
forearm length. AL: arm length. HAL: hand length. TL: thigh length. FOL: foot length.



