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RESUMO

Considerando-se que a reproducdo € um elemento crucial para o estabelecimento e
sucesso de uma espécie em um determinado ambiente, este trabalho visa
caracterizar o desenvolvimento gonadal da espécie Scinax imbegue (Anura:
Hylidae), presente na ilha do Mel, localizada no complexo estuarino de Paranagua.
Com o objetivo de caracterizar o desenvolvimento gonadal, confeccionar uma escala
de maturidade para machos e inferir sobre o ciclo reprodutivo, o presente estudo
consta de coletas mensais de material biologico, realizadas no periodo de janeiro a
dezembro de 2013. Dos individuos coletados, em laboratorio, foram tomados o0s
dados morfométricos: comprimento rostro-cloacal (mm) e peso total (g) e,
posteriormente, seccionados ventralmente, permitindo caracterizar o sexo e estadio
de desenvolvimento gonadal macroscopico. As gbnadas foram retiradas e pesadas
(g) e fixada em ALFAC por 18 horas e destinada ao processo histologico de rotina,
sendo incluidas em Paraplast e coradas com Hematoxilina-Eosina. Com as analises
histolégicas conseguimos identificar quatro tipos celulares para a linhagem
espermatogénica: espermatogonias, espermatdcitos, esperméatides e
espermatozoides e classificar a espécie como sendo de reproducado continua devido
a presenca constante de células germinativas em estadio avancado de
desenvolvimento, caracterizando os testiculos em maturacdo e maduros, associado
com a presenca de individuos juvenis em 50% das coletas realizadas. O IGS foi
calculado apenas para o0s espécimes machos, o qual ndo mostrou variacado
expressiva ao longo do tempo. Entretanto, os maiores valores foram encontrados
nos meses de junho e julho. Pelo baixo nimero de fémeas obtidas no estudo néo foi
possivel realizar as analises reprodutivas e obter dados de maneira eficiente.

Palavras chaves: histologia, espermatogénese, Hylidae, regido estuarina.
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INTRODUCAO

Anfibios constituem um importante grupo componente da biodiversidade que
nos ultimos tempos emergiu como uma preocupacao global de preservacéo devido a
queda do numero de espécies deste grupo.

As causas do declinio do referido grupo deve-se a diversas mudancas nas
condicbes ambientais que atuam de forma sinérgica ou isoladamente, entre essas
mudancas estdo: radiacdo UV (SILVANO et al., 2005), doencas (DASZA et al.,
2003), mudangas no clima global (D’AMEN et al., 2011), perda e degradacao de
habitat. Muitas vezes a perda de habitat € causada pela a¢do antrGpica como, por
exemplo, desmatamento, alteracdo da qualidade dos corpos d’agua, avango da
urbanizacdo, da agricultura e dos efeitos de pesticidas, da mineracdo, das
queimadas, e da introducdo de espécies exdticas, as quais competem e muitas
vezes até predam as espécies nativas (SILVANO et al., 2005).

A ordem Anura, representada por sapos, ras e pererecas, constitui o mais
diverso e abundante grupo de anfibios, com distribuicdo cosmopolita e ocorréncia
em habitats onde haja 4gua doce, contendo o maior numero de espécies em
ambientes de florestas tropicais.

Pelo fato de possuir a pele Umida, os espécimes deste grupo ndo podem
controlar a perda de agua e, consequentemente, eles sdao dependentes de agua
fresca, limpa e de habitat Umidos, o que os torna extremamente vulneraveis as
alteracdes na qualidade da agua ou do solo, bem como a mudanca climéatica. Em
funcdo disso, estes organismos podem ser considerados bioindicadores de
gualidade ambiental e a ocorréncia de algumas espécies ou comunidades tém sido
sugeridas como objeto de estudo na formulacdo de planos de manejo e de
conservacao de ambientes terrestres e aquaticos (GIBBONS, 1988).

Tendo em vista a progressiva degradacao e a perda de habitats naturais, que
resultam em declinios populacionais e extincdo local de espécies e considerando
que a reproducdo € um elemento crucial para o estabelecimento e sucesso de uma
espécie, tornam-se necessarios trabalhos que descrevam a biologia das espécies
presentes nos mais diversos habitats, para delinear estratégias de conservacao,
contribuindo para o conhecimento, segundo SILVANO et al., (2005), reverter o
quadro de poucas informacfes sobre a histéria de vida, historia natural ou ecologia

das espécies de anuros neotropicais.



O ciclo reprodutivo dos anfibios esté sujeito ao controle hormonal, que dentro
de certos limites responde as varidveis ambientais e produz certos padrdes
(DUELLMAN; TRUEB, 1994).

A preparacao para a reproducado tem inicio em nivel celular, ocorrendo a partir
da liberacdo de hormdnios. Estimulos sazonais sobre o hipotdlamo induzem a
liberacdo em fémeas e machos a liberagdo hormonal que chegam as gonadas
através da circulacao, induzindo a gametogénese (ZUG, 1993).

A ovogénese é semelhante a mesma para todos os grupos de anfibios. O
desenvolvimento dos ovogbdnias em ovOcitos ocorre nos ovarios. As ovogonias,
atraves de mitose, d&do origem a ovacitos primérios que sofrem divisdo meidtica para
originar os ovocitos secundarios, sendo estes delimitados por uma membrana
celular, uma zona pellcida e uma Unica camada de células foliculares (GARCIA &
GARCIA-FERNANDEZ, 2001). Durante o desenvolvimento dos foliculos ovarianos
pode-se diferenciar dois grandes grupos de foliculos: foliculos pré-vitelogénicos
(citoplasma do ovdcito sem inclusdes citoplasmaticas) e foliculos vitelogénicos
(citoplasma do ovécito contendo vesiculas citoplasmaticas e/ou granulos de vitelo).
Os foliculos preé-vitelogénicos, incorporando nutrientes, aumentam seu tamanho em
aproximadamente dez vezes até se tornarem foliculos maduros.

Os testiculos, locais de formacdo dos gametas masculino, encontram-se
localizados na cavidade abdominal, junto a por¢céo cranial dos rins, apresentam-se
assimétricos e com forma ovéide, estando em contato lateral com o corpo adiposo
que serve como uma reserva lipidica para a manutencdo das células germinativas.
Os testiculos sdo compostos por l6culos constituidos pelas células da linhagem
germinativa masculina. Os testiculos, estruturalmente simples, dos anuros
aumentam em tamanho e peso durante a espermatogénese.

A fecundacdo na maioria das espécies de anuros é externa. No momento do
acasalamento o macho abraca a fémea (amplexo) e expele seus espermatozoides
sobre os ovécitos que ela libera (ETEROVICK & SAZINA, 2004). A eliminagcdo dos
gametas ocorre na agua, na vegetacdo, em tocas ou na terra (quando o material fica
imerso em espuma para evitar a desidratacdo). Algumas espécies de anuros
reproduzem-se ao longo de todo o ano, enquanto outras se restringem a estacao
chuvosa.

O padrao reprodutivo de anuros, segundo SANTOS e OLIVEIRA (2007) pode

ser dividido em: continuo, descontinuo e potencialmente continuo. As espécies com
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comportamento continuo, em geral, ndo mostram intervalos entre os periodos de
reproducdo, sempre havendo células gametas maduros para quando ocorram
periodos de condicbes ambientais favoraveis. Segundo MARAGNO, (2009) os
anuros de regifes tropicais tendem a apresentar ciclos reprodutivos continuos,
apresentando células germinativas preparadas a responder rapidamente aos
estimulos ambientais. As espécies com comportamento descontinuo s&o
normalmente encontradas em zonas temperadas e geralmente possuem um periodo
reprodutivo curto com mudancas sazonais no tamanho das gbnadas, na producéo
de gametas e nas estruturas sexuais acessoérias. No tipo potencialmente continuo,
ocorre uma interrupcdo parcial na atividade de producdo de gametas durante
algumas estacGes do ano, porém com algumas células germinativas sensiveis a
estimulacao gonadotrdéfica (SANTOS e OLIVEIRA, 2007)

O objeto de estudo deste trabalho € a espécie Scinax imbegue, por ter
ocorréncia nos ambientes de mata atlantica, o qual sofre intensa atividade antrépica
e tém seus habitats reduzidos e/ou modificados.

O género Scinax é caracterizado por diversos modos reprodutivos, por
exemplo: ninhos em espuma, ovos depositados em corpos d’agua Iéticos, sendo que
a maioria das espécies depositam seus ovos em ambientes aquaticos Iénticos onde
0s girinos se desenvolvem. Muitas espécies do referido género apresentam um
dimorfismo sexual em tamanho, sendo geralmente as fémeas maiores que 0s
machos (TOLEDO & HADDAD, 2005).

Segundo NUNES et al. (2012), a espécie Scinax imbegue (anteriormente
denominada de S. alter), possui um tamanho moderado, tendo os machos
comprimento rostro cloacal (CRC entre 28,5 — 35,0 mm), tamanhos menores do que
as fémeas (CRC entre 28,8 — 38,0 mm). Ambos 0s sexos apresentam padréo dorsal,
geralmente, com listra central branca dorsolateral, delimitadas por listras marrons,
sendo esta uma caracteristica que distingue S. imbegue de outras espécies do
género Scinax, que possuem um listrado dorsolateral padréo. O padrédo dorsal nem
sempre contem uma listra branca em ambos os lados. Esta espécie possui a
superficie dorsal lisa diferentemente do que ocorre com outras espécies. Possui a
partir do canto posterior do olho para o ombro, saco vocal moderadamente
desenvolvido. A espécie distribui-se, segundo POMBAL; GORDO, 1994 citado por
(NUNES & POMBAL, 2012), em éareas Floresta Atlantica do sul do estado de Séo
Paulo até o litoral norte de Santa Catarina.
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O presente trabalho objetivou a caracterizacdo histologica das fases do
desenvolvimento das células germinativas e a partir destas, confeccionar uma escala
de maturidade gonadal para S. imbegue. Com a utilizacdo das analises histologicas
do desenvolvimento gonadal, objetiva-se ainda, caracterizar o tipo de ciclo e o

periodo reprodutivo da espécie.

MATERIAIS E METODOS

A llha do Mel, localizada na entrada da béia de Paranagua, litoral do estado
da Parana, sob as coordenadas 25 © 30' S; 48 © 19 W (Fig. 1), apresenta uma area
de aproximadamente 2760 ha e perimetro em torno de 35km. Segundo a
classificacdo de Koeppen a ilha localiza-se na transicdo entre as zonas tropical e
temperada, o clima da regido é subtropical mido mesotérmico (Cfa), a temperatura
no més mais quente apresenta uma meédia acima de 22°C e no més mais frio abaixo
de 18°C, com umidade média da regido de 85% e precipitacdo média anual de 2500
mm (LANA et al., 2001).

25° 20’

+ 25°30°

48° 40’ 48° 30’ 48°20° 48° 10’

Figura 1 — Mapa do litoral do Parand mostrando a ilha do Mel e o local de coleta
(Mar de Fora), indicado pela seta azul.



As coletas foram realizadas, mensalmente no periodo de janeiro a dezembro
de 2013, em uma area de poca permanente (Fig. 2), no sul da Ilha do Mel, localizada
na regido do Mar de Fora. A obtencdo dos espécimes foi realizada no periodo
noturno, com trés horas de esforco amostral, sendo os animais capturados pela
busca direta, manualmente e de forma aleatéria, sem distincdo de sexo e tamanho.
Os animais foram acondicionados em sacos plasticos, sendo posteriormente
mantidos resfriados em isopor.

Figura 2 - Area de coleta localizada no Mar de Fora.



Em laboratério os espécimes tiveram suas medidas morfométricas tomadas:
comprimento rostro-cloacal (CRC), em milimetros (mm), com a utilizacdo de um
paquimetro eletrénico; peso total (Pt) em gramas (g), utilizando-se uma balanca de
precisdo. Posteriormente, os espécimes tiveram a regido ventral seccionada para a
exposi¢do das gbnadas, permitindo assim, a determinagcdo macroscopica do sexo e
do estadio do desenvolvimento gonadal. As gbnadas foram retiradas, pesadas (Pg)
e destinadas ao processamento histologico.

Para a caracterizacdo do desenvolvimento das células germinativas e para
confeccdo das escalas de maturidade, as gbnadas destinadas a histologia foram
fixadas em ALFAC por 18 horas, desidratadas em série crescente alcodlica,
diafanizadas em xilol, incluidas em Paraplast, cortadas em micrétomo a 5 um e
coradas com hematoxilina e eosina (HE), sendo posteriormente analisadas em
microcopia de luz.

Para avaliar o desenvolvimento gonadal ao longo do periodo de estudo e
confeccionar as curvas de maturacdo utilizou-se o indice gonadossomatico (IGS),
expresso pela formula 1IGS= (Pg/Pt)*100, o qual demonstra a relacdo entre o peso

da gbnada e o peso total do exemplar.

RESULTADOS

Exemplares de Scinax imbegue (Fig. 3) foram obtidos no presente estudo em
namero total de 152 espécimes, sendo quatro fémeas, 137 machos e onze juvenis.
Nos meses de abril e maio, ndo houve obtencdo de animais. Os exemplares
coletados em agosto ndo puderam ser pesados, entretanto foram seccionados e
tiveram a determinacdo do sexo e posteriormente classificados em jovens ou
adultos.

Através da analise morfométrica evidenciou-se que o comprimento rostro-
cloacal médio para fémeas foi de 28,89+1,97 mm e para 0os machos 25,20+3,20 mm.
O peso total médio das fémeas foi de 1,58+0,31 g, e dos machos de 1,16+1,06 g.

O numero reduzido de fémeas inviabilizou a caracterizacdo histolégica e a
confeccdo da escala de maturidade ovariana. Através das analises histologicas
foram caracterizados quatro tipos de células germinativas masculinas:

espermatogobnias, espermatdcitos, espermatides e espermatozoides.



Figura 3 - Exemplar de S. imbegue, espécie analisada no presente estudo.

As espermatogbnias sdo as maiores células da linhagem germinativa e
apresentam um nucleo grande e menos corado do que 0s outros tipos celulares, o
citoplasma mostra-se levemente eosindfilo (Fig. 4A). Os espermatdcitos tém origem
da divisdo mitética das espermatogbnias e mostram-se com ndcleo bem evidente e
corado e, um citoplasma reduzido e mais eosinofilo, em relacdo as espermatogbnias
(Fig. 4B). Os espermatocitos | sdo arredondados e menores que as
espermatogobnias, enquanto os espermatocitos Il reduzem pela metade o volume do
espermatocito I. As espermatides inicialmente sdo arredondadas com os nucleos
bem corados e mostram-se menores do que os tipos descritos anteriormente. Com o
decorrer do desenvolvimento as espermatides arredondadas se alongam e perdem

citoplasma, mostrando-se como evidentes filamentos basofilos (Fig. 4C). Os
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espermatozdides sdo as menores células da linhagem espermatogénica, mostram-

se com o formato de virgula e um pequeno nucleo denso (Fig. 4D).

Figura 4 — Corte histolégico de testiculo de S. imbegue: A- I6culo seminifero com a
seta demonstrando espermatogénias (EG); B- l6culos seminiferos com espermatocito
| (ET1) indicados pela seta amarela e espermétides | (ED1) indicadas pela seta azul;
C- léculos seminiferos com espermatdcito | (ET1) indicados pela seta amarela,
espermatécito Il (ET2) indicado pela seta vermelha, espermatides | (ED1) indicadas
pela seta azul e espermatides Il (ED2) indicadas pela seta preta; D- l6culos
seminiferos preenchidos por espermatozéides (EZ). Hematoxila-Eosina, escala 45um.

A partir do desenvolvimento das células da linhagem espermatogénica,
considerando sua organizagdo nos loculos seminiferos, foi possivel observar dois
estadios de desenvolvimento testicular: em Maturagédo (B) e Maduro (C). O estadio
em Maturacdo (B) (Figs. 4A, 4B e 4C) se caracteriza por apresentar nos l6culos
seminiferos reducdo na quantidade de espermatogbnias e um numero maior de



espermatécitos e espermatides. O estadio maduro (C) (Fig. 4D) exibe poucos tipos
celulares da linhagem espermatogénica e um predominio de espermatozoides
fazendo o preenchimento do I6culo seminifero.

Das quatro fémeas capturadas, trés em fevereiro e uma em margo, 0S ovarios
mostraram-se quando analisados macroscopicamente, aparéncia granulosa de cor
preta, sendo classificados como maduros. Através das analises histolégicas foi
confirmada a classificacdo macroscopica, sendo possivel observar um tipo celular da
linhagem germinativa feminina: ovocitos maduros, que tem como caracteristica o

citoplasma preenchido por grande quantidade de granulos de vitelo (Fig. 5).

Figura 5 — Corte histologico de ovario de S. imbegue evidenciando ovocitos
maduros. Hematoxilina-Eosina, escala = 180um.

A determinacéo do IGS individual dos machos (Fig. 6) ao longo dos meses
analisados indica que os maiores valores foram registrados nos meses de junho e
julho, entretanto a variagdo no valor do IGS no periodo de estudo apresentou-se
reduzida. A curva de maturacdo dos machos (Fig. 7), confeccionada a partir do IGS
médio mensal, demonstrou valores muito préximos entre os meses analisados,
porém, apresentaram uma tendéncia a terem valores mais elevados nos meses de

junho e julho, corroborando a determinacéo do IGS individual. Os maiores valores do



IGS médio mensal ocorreram no periodo mais seco do ano quando relacionados

com a precipitacdo acumulada (Fig. 8).
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Figura 6 — Distribuicdo mensal do IGS individual para S. imbegue coletadas na Ilha
do Mel, PR.
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Figura 7— Curva de Maturacédo de machos de S. imbegue. As linhas verticais
representam o Desvio Padrao.
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Instituto Nacional de Meteorologia - INMET
Chuva Acumulada Mensal na Estagao Automatica: ILHA DO MEL (PR)
Para o Ano: 2013 até 20/12/2013
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Figura 8 — Precipitacdo acumulada mensal para o periodo de coleta na llha do Mel,
PR. Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia- INMET.

Com base na andlise histologica, a distribuicdo mensal dos estadios de
desenvolvimento testicular permitiu evidenciar que durante o periodo de estudo, 0s
machos encontravam-se em atividade reprodutiva, indicada pela presenca de
testiculos maduros em todos os meses (Fig. 9). As fémeas obtidas nos meses de

fevereiro e marco apresentaram os ovarios maduros.
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Figura 9 — Distribuicdo da frequéncia absoluta de estadios testiculares de S.
imbegue. B (individuos em maturacdo avangada; C (individuos maduros).
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Individuos jovens (gbnadas imaturas) foram obtidos em numeros reduzidos
nas amostras mensais, sendo capturados nos meses de janeiro, fevereiro, marco e
julho (Fig. 10). O CRC dos jovens de S. imbegue variou de 10,63mm a 16,39mm. O

menor individuo em atividade reprodutiva teve o CRC de 17,02mm.
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Figura 10 — Distribuicdo da frequéncia absoluta de individuos jovens e adultos de S.
imbegue.

DISCUSSAO

O método de captura, utilizado no presente estudo, busca direta através da
vocalizacédo dificulta a captura de fémeas e individuos jovens,, pois trata-se de uma
espécie de pequeno porte, na qual somente machos adultos vocalizam. Nos meses
de abril e maio ndo foram obtidos exemplares, ndo sendo registrada atividade de
vocalizacao.

Uma caracteristica da familia Hylidae € o dimorfismo sexual em tamanho
entre machos e fémeas (SHINE, 1979; MELCHIORS et al., 2004). Os resultados
obtidos neste estudo, para a espécie S. imbegue, corroboram tal afirmacéo, sendo
evidenciados na amostra obtida os maiores CRC para fémeas. Um dos motivos para
o dimorfismo, segundo MELCHIORS (2004), é a possibilidade de que fémeas
maiores podem vir a produzir mais ovos ou desovas maiores, além de ter a

possibilidade de realizarem mais de uma desova por temporada reprodutiva. Outra
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questdo que pode ser levantada é a de que machos, por estarem mais expostos,
tendem a sofrer uma pressdo predatdria mais elevada do que as fémeas, 0 que
causa uma reducéo no tamanho dos machos (HOWARD, 1981).

Estudos sobre a biologia reprodutiva de anfibios costumam descrever a época
de reproducdo baseando—se em periodos que ocorrem vocaliza¢cdes dos machos
adultos (MELCHIORS et al., 2004; PRADO; UETANABARO, 2000; TOLEDO et al.,
2003), também fazendo uma relacdo com os fatores abiéticos que podem influenciar
na reproducao, tal como precipitacdo. A utilizacdo da vocalizacdo pode ndo ser um
indicativo correto para considerar o processo reprodutivo, uma vez que machos
também vocalizam para manter o territério reprodutivo, defendendo sua é&rea de
outros machos invasores. Assim, a analise histoldgica, utilizada no presente estudo,
mostrou-se um método eficiente e seguro para caracterizar o desenvolvimento
gonadal e inferir sobre a época reprodutiva.

Para espécies com dependéncia total ou parcial de lagoas temporarias, a
chance de a reproducédo ser sazonal € alta (VALDERRAMA-VERNAZA, SERRANO-
CARDOZO & RAMIREZ-PINILLA, 2010), o que ndo acontece com a espécie
estudada, uma vez que o trabalho foi desenvolvido em poga permanente.

O fato de encontrarmos machos em maturacdo e maduros durante todos os
meses do ano, permite inferir que estdo sempre prontos para se reproduzirem. A
obtencéo de individuos jovens em 50% das coletas realizadas ao longo do periodo,
apesar do numero reduzido, permite inferir que a populacdo de S. imbegue pode
apresentar uma reproducdo continua, assim como grande parte dos anuros
pertencentes a familia Hylidae de regides tropicais e subtropicais (KAEFER et. al,
2007).

Segundo FERREIRA et al. (2009), em regibes tropicais de clima sazonal, a
atividade reprodutiva de anuros esté intimamente relacionada ao periodo chuvoso.
Na area de realizacdo do presente estudo, regido subtropical, houve um periodo de
estiagem referente aos meses de maio, junho e julho, com ocorréncia de baixa
frequéncia de chuva em agosto (Fig. 8). Entretanto, apesar de diminuir a area da
poca, a mesma nao desapareceu e parece que a estiagem nao interferiu
negativamente no processo reprodutivo, uma vez que 0s maiores valores de IGS
médio mensal foram determinados neste periodo.

Pelo fato do presente trabalho ter sido realizado proximo a uma estagéo

ecologica, a qual ocupa grande parte da llha do Mel, a regido analisada parece nao
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sofrer grande intensidade de ac6es antropicas e a presenca de anfibios pode ser um
bom indicativo de que a area ainda esta bem preservada, principalmente em relacéo
a qualidade da agua. A reproducdo continua pode ser a estratégia utilizada pela

espécie para alcancar o sucesso reprodutivo e se manter no ambiente.

CONCLUSAO

Os dados obtidos no estudo reprodutivo da populacédo de S. imbegue, a partir
da andlise histologica das godnadas dos machos, verificou-se que 0s mesmos
apresentam-se prontos a se reproduzir durante todo o periodo analisado,
contribuindo assim para caracterizar a reproducdo continua, como estratégia
utilizada para alcancar o sucesso reprodutivo.

Ainda, por se tratar de uma espécie recentemente descrita e pela distribuicdo
natural da mesma € de fundamental importancia os trabalhos de autoecologia que
auxiliam no conhecimento da biologia, subsidiando a conservac¢do da espécie e do

ambiente utilizado pela mesma.
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