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Resumo

O estudo teve como objetivo caracterizar a microbiota da pele de duas espécies de anfibios anuros,
Physalaemus cuvieri e Leptodactylus fuscus em diferentes habitats urbanos, utilizando métodos de
colorac@o de Gram. A coleta de dados ocorreu em S&o José dos Campos, SP, abrangendo areas com
diferentes niveis de urbanizacdo. As analises mostraram que a bactéria Gram-negativa Escherichia coli
foi a mais frequente em todas as localidades, sugerindo um impacto da urbanizacéo. Ja a diversidade
de bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus, variou conforme o habitat. Concluiu-se que
a urbanizacao e o uso de habitat influencia a composi¢éo microbiana da pele dos anfibios.

Palavras-chave: Microbiota. Habitat. Urbanizacgéo.
Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas
Introducéo

Conhecer as diferentes caracteristicas da biodiversidade urbana é uma importante ferramenta para
a conservacdo em um cenario de discussdes globais sobre o papel das cidades na biodiversidade
(Piano et al., 2020). Nesse cenario estdo os anfibios, considerados como um dos grupos de vertebrados
mais sensiveis as alteragcdes do ambiente, que por sua vez sdo comuns em areas urbanas (Chen;
Wang; Li, 2020). Essa sensibilidade, deve-se em grande parte pela necessidade de condi¢cbes
especificas para reproducdo e termorregulacdo, o que acaba sendo dificultado pelo avanco da
urbanizacdo. Por esta razdo, este grupo é considerado um importante bioindicador para responder
perguntas de interesse ecoldgico e de conservacdo em toda histéria da ciéncia (Eterovick; Souza;
Sazima, 2020).

A urbanizacdo é uma das manifestagcbes mais diretas das atividades humanas (Rothwell et al.,
2015), a qual altera drasticamente as propriedades do sistema bi6tico e abiotico em diferentes escalas
(Grimm et al., 2008). As respostas a urbanizacdo podem ser sentidas intensamente pelos anfibios,
devido as caracteristicas biolégicas intrinsecas do grupo, como pele permeavel, ectotermia e ciclo de
vida bifasico envolvendo diferentes tipos de habitat (Alford; Richards, 1999; Haddad; Prado, 2005).
Uma das principais consequéncias da urbanizagdo para os anfibios é a fragmentacéo das paisagens,
levando a um isolamento dos habitats naturais, dificultando o fluxo de individuos entre as areas pela
capacidade de dispersédo limitada (Mckinney, 2006; Alberti, 2015). Além disso, a simplificacdo da
vegetacdo, como supressao das margens e soterramento de brejos, pode prejudicar a sobrevivéncia
de populacdes inteiras em regides urbanizadas. Essas alteracdes tendem a resultar em uma
homogeneizacao das comunidades, pois poucas espécies podem ser aptas a sobreviver distlrbios no
ambiente, levando a uma diminuicdo da riqueza taxonémica, genética e funcional (Mckinney, 2006;
Alberti, 2015).

A vulnerabilidade dos anfibios frente a modificacbes ambientais deve-se em partes a sua
permeabilidade cutanea, a qual permite a livre passagem de elementos disponiveis no ambiente,
ficando mais sujeita as infec¢des por microrganismos (Wells, 2007). Segundo Assis (2012), estudos
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sobre a microbiota de anuros revelaram que o habitat € um componente importante na colonizagéo e
composicao das comunidades que se estabelecem sobre a pele dos anfibios, onde fatores externos e
internos podem molda-la ou afeta-la diretamente. No entanto, até onde sabemos, poucos estudos
(Zhou, Jin et al., 2023) relataram as potenciais caracteristicas distintivas da estrutura da comunidade
microbiana de hospedeiros animais em ambientes urbanos e entre habitats. Isso é especialmente
relevante para os anfibios, que sdo espécies indicadoras importantes para avaliar o impacto ecolégico
da urbanizacdo (Gruzy et al., 2012). O impacto da urbanizacdo na composi¢cdo das comunidades
ecoldgicas (Callaghan et al., 2021; Zhang et al., 2022) e a estrutura genética (Wei et al., 2021) de
populagBes de anfibios foram extensivamente estudadas, no entanto o impacto da urbanizacdo na
microbiota associada ainda é pouco conhecida.

Nesse contexto, este estudo tem como objetivo caracterizar a composi¢do da microbiota de duas
espécies de anfibios anuros de diferentes habitats através dos metodos de gram e avaliar como sua
composicao é afetada pelo efeito da urbanizacdo. Ainda, este estudo visa preencher lacunas de
conhecimento relacionados a microbiota dos anuros em ambientes urbanos. O estudo permitird a
compreenséao dos efeitos da urbanizacdo na diversidade e na uniformidade da microbiota, assim como
se a composicao da microbiota é diferente entre habitats distintos.

Metodologia
Area de estudo

Situado entre a Serra do Mar e a Serra da Mantiqueira, 0 municipio de Sao José dos Campos esta
localizado na regido Sudeste do Brasil, no estado de Sdo Paulo, a uma Latitude: 23° 10' 47" Sul,
Longitude: 45° 53" 14" Oeste (PMSJC, 2018). Em 2022, a populacdo era de 697.054 habitantes e a
densidade demogréfica era de 634,03 habitantes por kmz2, possuindo um territério de 1.102km2 (IBGE
2022). A Prefeitura de Sdo José dos Campos, considera o municipio dividido em seis regiées urbanas
de planejamento, sendo elas: Norte, Sul, Sudeste, Leste, Oeste e Centro (PMSJC, 2018); Tendo 97,5%
da populacédo joseense vivendo na zona urbana e apenas 2,5% na zona rural de acordo com o Censo
2010. O clima da cidade é mesotérmico Umido com estacdo seca ho inverno e, segundo a classificacdo
de Koeppen, é caracterizado como Clima subtropical de inverno seco (CWA) (PMSJC, 2018), sendo
sua vegetacdo original e predominante de Mata Atlantica e Cerrado (PMMAC, 2019).

As quatro pocas isoladas, ou seja, sem a influéncia de ambientes I6ticos, foram mapeadas e
demarcadas por meio de imagens de satélites por meio da plataforma Google Earth Pro. As areas
foram escolhidas considerando locais que podem ter a ocorréncia das duas espécies de anuros modelo
juntas, sendo avaliadas pela disponibilidade de habitats e recursos hidricos locais.

Para cada ambiente selecionado, foram realizados “buffers” de 500 metros de raio medindo as
superficies presentes no ambiente, considerando dois fatores, superficies impermeaveis (consistem
em estruturas urbanas, como casas, ruas, calcadas e estradas) e superficies permeaveis (vegetagdo
presente nas proximidades das pocas e lagoas), onde foi utilizado o método de Szulkin (2020) para
quantificar a urbanizacdo (ou seja, de superficie impermedaveis). As areas de coleta estdo separadas
em quatro regides diferentes da cidade, séo elas: Estrada Interlagos (Sul, ~ 1%), Univap (Oeste, ~ 0%),
Parque da Cidade (Norte, ~18%) e Vista Verde (Leste, ~75%).

Coletade dados

As saidas a campo para coleta de dados foram realizadas no periodo noturno das 18h00 as
22h00, durante o més de fevereiro de 2024, sendo esses os periodos de maior atividade reprodutiva
dos anfibios anuros.

Foram utilizadas trés metodologias para amostragem de anuros (Figura 1-C) (Heyer; Donnelly;
Mcdiarmid, 1994), que consistiram em: a) Busca ativa: consiste na procura de anfibios em troncos,
pedras, bromélias e demais refagios encontrados; b) Transeccao por busca auditiva; e ¢) procura em
sitios de reprodugdo. Todos o0s espécimes encontrados foram registrados e identificados
taxonomicamente por meio de guias de identificacdo de Anfibios da Mata Atlantica (Toledo et al., 2021),
auxiliado com um playback, contendo a vocalizagdo das espécies.
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As espécies selecionadas para a coleta de material cuténeo estéo distribuidas em dois géneros,
pertencentes a uma familia, sendo elas: Physalaemus cuvieri (Figura 1-A) (Leptodactylidae) e
Leptodactylus fuscus (Figura 1-B) (Leptodactylidae).

A coleta de material biolégico seguiu o protocolo sugerido por Hyatt et al. (2007) e Lambertini
et al. (2013), com a aplicacdo do swab estéril na superficie epidérmica de cada espécime coletado
(Figura 1-D). O instrumento escolhido para a coleta dos dados microbiolégicos contém uma solugéo
salina, utilizado como conservante para manter as amostras inalteradas por influéncias externas, além
de ser pouco estressante para os animais. Os anuros foram soltos apenas quando todas as capturas
de amostras foram finalizadas. O estudo possui as devidas autorizagBes para 0 manuseio e coleta das
amostras cutaneas, licenca SISBIO n° 93362-1.

Figura 1: (A) Espécime de Leptodactylus fuscus; (B) Espécime de Physalaemus cuvieri; (C)

Amostragem; (D) Coleta de material biolégico.
£ 4 -0

Fonte: o autor.
Anadlise das amostras

Para a identificagdo de bactérias foi realizado o meio de cultura com crescimento generalista,
utilizando o Agar MacConkey, contendo placas incubadas em estufa bacteriolégica (Figura 2-A). O Agar
MacConkey é utilizado para o isolamento, cultura e identificagdo de enterobactérias e microrganismos
ndo fermentadores (Macconkey, 1900). Apés o crescimento em placa, 0s microrganismos Ssao
transferidos para uma lamina e uma pequena gota de 4gua destilada é adicionada ao centro. Apdés, a
lamina é fixada passando rapidamente pela chama de um bico de Bunsen para a fixacdo das bactérias
(Figura 2-B). Em seguida foi realizado o método de colora¢céo de Gram, uma técnica de coloracédo
bacteriana diferencial usada para diferenciar bactérias em tipos Gram positivos e Gram negativos de
acordo com sua composicdo de parede celular. Apés o método, as laminas foram levadas ao
microscoépio para categorizar as morfoespécies de bactérias (Figura 2-C e D).

Figura 2: (A) Crescimento da placa; (B) Fixacdo da lamina; (C-D) Observacgéo das laminas em
icroscopio.
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Resultados

Com base nas andlises das amostras obtidas, foi possivel verificar as espécies de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas que ocorrem com mais frequéncia na microbiota de cada
individuo. Para P. cuvieri e L. fuscus as Gram-positivas mais frequentes séo Staphylococcus
aureus. Aparecendo em 3 das 4 localidades para P. cuvieri e 2 das 4 localidades para L.
fuscus. J4 as Gram-negativa mais frequentes para P. cuvieri e L. fuscus foi Escherichia coli.
Aparecendo em todas as localidades para ambas as espécies, conforme na tabela abaixo:

Tabela 1: Resultado do método de Gram para as espécies P. cuvieri e L. fuscus

Encontm e iclagsa
aDockrcla
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Local Espécie de Gram positiva Gram negativa
anuro
. . Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Univap P. cuvieri ) : L .
Pseudomonas aeruginosa Streptobacillus moniliformis
Staphylococcus aureus,
L. fuscus -
Staphylococcus pyogenes
Interlagos P. cuvieri Staphylococcus aureus, Escherichia coli
Staphylococcus pyogenes
L. fuscus Staphylococcus aureus Escherichia coli
Pgrque da P. cuvieri Pseudomonas aeruginosa -
Cidade
L. fuscus Staphylococcus pyogenes Escherichia coli
Vista verde P. cuvieri Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
Staphylococcus pyogenes
L. fuscus Bacillus anthracis Escherichia coli
Fonte: o autor (2024).
Discusséo

As duas espécies de anfibios anuros usam habitats distintos, como areas aquéticas e
terrestres, por isso a pele dos anfibios anuros esta em contato direto com o ambiente, ndo sendo um
substrato constante, podendo variar conforme as condicdes ambientais (Assis et al., 2011), onde os
habitos permitem que o animal entre em contato com um amplo mosaico de comunidades microbianas
que ocorrem no habitat (Bertoluici et al., 2005). Os resultados obtidos revelam uma diversidade de
microbiota associada a pele dos anuros Physalaemus cuvieri e Leptodactylus fuscus em diferentes
ambientes urbanos, indicando que a urbanizacdo tem um papel significativo na composicdo e
predominancia das espécies bacterianas presentes. Como também a presenca dessas espécies em
diferentes habitats implica que a composicdo da microbiota de cada espécie possa ser moldada pelo
uso de hébitat, evidenciando a adaptabilidade e selecdo da microbiota as condi¢cdes ambientais
especificas de cada habitat.

Em todas as localidades estudadas, a bactéria Gram-negativa Escherichia coli foi a mais
frequente em ambas as espécies de anfibios, sugerindo que ambientes urbanos favorecem a
disseminacédo de bactérias Gram-negativas comumente associadas a fontes de contaminacéo fecal e
ambientes antropizados. Esta prevaléncia pode ser indicativa de poluicdo por esgoto e contaminacéo
de corpos d'agua devido a urbanizagdo, evidenciando um risco potencial a salide dos anfibios, que séo
especialmente vulneraveis a contaminantes devido a sua pele permeavel (Wells, 2007).

Em contraste, a presenca de bactérias Gram-positivas variou mais amplamente entre as
espécies de sapos e locais de coleta. Staphylococcus aureus foi a Gram-positiva predominante em P.
cuvieri, presente em trés das quatro localidades estudadas (Univap, Interlagos e Vista Verde), e em
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duas das quatro localidades para L. fuscus (Univap e Interlagos). A frequéncia desta bactéria sugere
gue Staphylococcus aureus pode ter uma relagdo de maior afinidade com a pele dos anfibios em
ambientes urbanos, ou que possa ser uma espécie resiliente em diferentes niveis de urbanizacédo. A
diversidade de bactérias Gram-positivas, incluindo Staphylococcus pyogenes, Pseudomonas
aeruginosa, e Bacillus anthracis, aponta para uma variacdo potencial na exposicdo ambiental e
possiveis diferencas na resposta imune entre as duas espécies de anuros.

Ainda, este estudo revela que, em areas urbanizadas como o Parque da Cidade e Vista Verde,
onde ha maior grau de impermeabilizagdo e fragmentacdo de habitats, algumas bactérias como
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus anthracis foram detectadas, sugerindo que os ambientes mais
modificados podem selecionar por uma microbiota mais tolerante a distlrbios ambientais. Em habitats
menos urbanizados, como Univap e Interlagos, a presenca de espécies como Staphylococcus aureus
pode indicar uma microbiota mais estavel ou menos afetada pelos fatores estressantes urbanos.

Portanto, o estudo refor¢a que a urbanizacao e o uso de habitat afeta diretamente a composicao
microbiana da pele dos anfibios, favorecendo a presenca de certos grupos bacterianos potencialmente
que moldam a microbiota a seu favor, servindo como barreira de prote¢cdo do sistema imune inato.

Conclusao

Os resultados deste estudo destacam a influéncia da urbanizagdo e do uso de habitat na
composicao da microbiota associada a pele de duas espécies de anuros, Physalaemus cuvieri e
Leptodactylus fuscus. A predominancia de Escherichia coli como a bactéria Gram-negativa mais
frequente sugere que a poluicdo e a contaminacdo de habitats aquéticos urbanos sdo um fator
importante na determinacao da microbiota de anfibios. Por outro lado, a variabilidade nas espécies de
bactérias Gram-positivas, com destaque para Staphylococcus aureus, indica que diferentes niveis de
urbanizacao podem estar associados a diferentes perfis bacterianos, potencialmente afetando a saude
e a resisténcia dos anfibios a patdgenos ou servindo como uma barreira de protecéo para o sistema
imune.

Este estudo contribui para a compreenséo das complexas interagcfes entre urbanizagéo, habitat
e microbiota de anfibios, ressaltando a importancia de abordagens integradas na conservac¢éo da
biodiversidade urbana. Pesquisas futuras devem focar em como essas comunidades microbianas
afetam a saude dos anfibios e sua capacidade de adaptacdo em ambientes cada vez mais urbanizados,
além de investigar as possiveis consequéncias ecoldgicas da presenca de bactérias patogénicas
associadas ao aumento da urbanizacao.
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