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RESUMO

Estudamos a gametogénese e a reproducdo de uma populacdo de Scinax aff.
perereca em area de transicdo de Mata Atlantica e Cerrado. Foram objetivos do presente
estudo: (I) descrever a morfologia microscopica das gonadas; (II) determinar o padrdao
reprodutivo de Scinax aff. perereca; (IIl) avaliar os efeitos da temperatura, umidade e
precipitacdo na atividade reprodutiva. Os animais foram coletados, mensalmente no
periodo de Novembro de 1990 a Outubro de 1991, no Parque Municipal das
Mangabeiras, em Belo Horizonte (MG). Amostras das gonadas de 194 machos e 41
fémeas foram submetidas a andalises microscopicas e histoquimicas. A morfologia
gonadal de Scinax aff. perereca foi semelhante a indicada para outros hilideos. Machos
em estadio de maturacdo avancada foram encontrados em todos os meses € os machos
em estadio esgotado, nos meses de Setembro a Abril, exceto Dezembro. Encontramos
fémeas com ovarios em trés estadios de maturagdo (inicial, intermediario e avancado) e
parcialmente desovados. Os ovérios parcialmente desovados apresentam por¢ao flacida
que corresponde a regido de foliculos vazios. A zona radiata dos ovdcitos IV € espessa,
o que permite inferir que a desova da espécie ocorra em locais de grande abrasdo, ou
seja, em ambientes loticos. A unido dos ovos pode ser mantida pelas sialomucinas
produzidas pelas células foliculares. Nao houve efeito das varidveis ambientais sobre a
atividade reprodutiva. Com base na presenca de fémeas em estddio parcialmente
desovados e machos em estidio esgotado nos meses de Setembro a Abril, consideramos
que Scinax aff. perereca possui padrao reprodutivo prolongado,ou seja final da estacdo

seca, estagdo chuvosa e inicio da estacio seca.

Palavras-chaves: reproducdo, maturacdo gonadal, regido neotropical,

variacao sazonal.
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Abstract

We studies on gametogenesis and reproduction of a population of Scinax aff.
perereca in transition area of Atlantic Forest and Cerrado. Objectives of the present
study: (I) to describe the microscopic morphology of the gonads; (II) determine the
reproductive pattern of Scinax aff. perereca; (Ill) evaluation of the effects of
temperature, humidity and precipitation on reproductive reproduction. The animals were
collected monthly from November 1990 to October 1991, at Mangabeiras Municipal
Park, in Belo Horizonte (MG). Samples of the gonads of 194 males and 41 females
submitted to microscopic and histochemical analysis. The gonadal morphology of
Scinax aff. perereca was an indication for other hilideos. Males in maturation stage
were found in all months and males in depleted stage, from September to April, except
December. We found females with ovaries in three stages of maturation (initial,
intermediate and advanced) and partially spawned. Partially spawned ovaries presented
a flaccid region corresponding to the empty follicles region. The radiata zone of the
oocytes IV is thick, which allows inferring that a spawning of the species occurs in
places of great abrasion, this is lotic environment. The union of the eggs can be keep by
the sialomucinas produced by follicular cells. There was no effect of environmental
variables on a reproductive activity. Based on the presence of partially spawned males
and depleted males from September to April, we consider that Scinax aff. perereca has

an extended breeding pattern, dry season, rainy season and early dry season.

Keywords: reproduction, gonadal maturation, neotropical region, seasonal

variation.
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Introdugdo

A ordem Anura, dentre os tetrdpodes, apresenta a maior diversidade de
estratégias reprodutivas (Duellman e Trueb 1994; Haddad e Prado 2005). Essa
diversidade pode ser explicada pela grande variabilidade de atributos morfoldgicos,
fisioldgicos e comportamentais do grupo (Pombal e Haddad 2005), bem como pela
influéncia dos fatores abidticos (umidade, temperatura, precipitacdo, sazonalidade,
dentre outros), pois sdo ectotermos, e a sele¢do sexual (Ferreira ef al. 2008). O sucesso
reprodutivo dos anuros, bem como dos demais vertebrados, depende da capacidade de
adaptar seu ciclo reprodutivo ao ambiente em que vivem. Considerando que qualquer
ambiente habitavel apresenta algum tipo de flutuacdo, esta adaptagdo requer um
controle do ciclo reprodutivo para produzir uma prole na época do ano mais propicia
para a sobrevivéncia da mesma. Este controle do ciclo reprodutivo envolve que
percebam as mudancas do ambiente e modifiquem sua fisiologia de acordo com elas,
sendo esta capacidade acompanhada de modulagdo neuroenddcrina (Callard et al.
1978). No caso das espécies de regides tropicais, onde as condi¢des ambientais para os
anuros sao propicias, os ciclos reprodutivos tendem a ser continuos ou potencialmente
continuos, perdurando ao longo da estagao chuvosa (Prado et al. 2004; Wells 2007).

O comportamento reprodutivo dos anuros pode ser dividido em dois padrdes:
prolongado e explosivo. O padrdao prolongado abrange periodos de mais de um més
podendo perdurar o ano todo, enquanto o padrdo explosivo refere-se a periodos de
reproducdo de alguns dias a algumas semanas (Wells 1977; Wells 2007). Pressoes
seletivas favorecem o padrdo prolongado ou explosivo, como fatores abidticos
(temperatura e pluviosidade), fatores ecoldgicos (competicdes de larva-predador),
fatores demogréificos (tamanho da ninhada, frequéncia de reproducdo individual das
fémeas) (Wells 1977) e modos reprodutivos (local de deposi¢dao dos ovos, caracteristica
dos ovos, duracdo do desenvolvimento, cuidado parental) (Haddad e Prado 2005).

Em anfibios que apresentam padrdo reprodutivo prolongado, a manuten¢do da
massa testicular, pode estar relacionada com alteracdes compensatdrias no volume dos
componentes testiculares ao longo do ano (Sasso-Cerri et al. 2004). Alteragdes no
volume testicular podem indicar os diferentes estddios de maturacdo, como apresentado
para lagartos (Vieira et al. 2001; Van Sluys et al. 2004), peixes Siluriformes (Santos et
al. 2006) e para anuros (Santos et al. 2011; Sasso-Cerri et al. 2004).
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Estudos que contemplem andlises sobre a morfologia e histologia de gdnadas
de anuros sdo importantes para compreender a dinamica reprodutiva e sua relagdo com
fatores endogenos e exdgenos, além de determinar com maior eficicia o periodo em que
a espécie estd reproduzindo, subsidiando os conhecimentos ecoldgicos e
comportamentais da espécie (Melchiors et al. 2004; Santos e Oliveira 2007; Ferreira et
al. 2008). Durante a gametogénese as caracteristicas morfoldgicas da espermatogénese e
ovogénese podem variar entre os tixons, sendo que estas caracteristicas podem também
constituir informagdes importantes para estudos de filogenia e sisteméatica de anuros
(Ogielska e Kotusz 2004).

Nos anfibios, a diferenciagdo sexo-gonadal ocorre geralmente durante a fase
larval, no momento da metamorfose (Ogielska e Kotusz 2004; Haczkiewicz e Ogielska
2013). Nos testiculos destes animais ocorre a formagao de cistos que sdo compostos por
células da linhagem espermatogénica, em geral em mesmo estadio de desenvolvimento,
delimitadas por projecdes citoplasmaéticas das células de Sertoli (Lofts 1974; Duellman
e Trueb 1986). Os ovarios sdo compostos por foliculos contendo células ovogénicas em
diversas fases germinativas. Enquanto as ovogdnias sdo encontradas esporadicamente
em ninhos na periferia do 6rgdo, ovécitos em diferentes estiddios compdem os ovarios
quase totalmente. Estas células ovogénicas sdo envolvidas por zona radiata, células
foliculares, membrana basal e a teca conjuntiva, que conjuntamente compdem o foliculo
ovariano (Lofts 1974; Oliveira e Santos 2004; Prado et al. 2004).

Considerando que alteragcdes morfofuncionais normalmente ocorrem nos
componentes testiculares de anfibios, alguns pardmetros morfométricos podem ser tteis
como indicativos de fases distintas do ciclo reprodutivo. Em vertebrados de reprodugao
sazonal, o indice gonadossomatico (IGS) € utilizado como parametro indicativo de
atividade testicular durante o ciclo reprodutivo (Rastogi et al. 1978; Delgado et al.
1989; Guarino et al. 1993). Este indice fornece informagdes sobre regressao testicular e
¢ utilizado como indicacao do periodo de acasalamento (Sasso-Cerri et al. 2004). Como
indicativo do estado funcional dos ovérios, frequentemente tem-se reportado ao indice
gonadossomadtico, uma vez que este expressa a porcentagem que as goOnadas
representam da massa total ou da massa corporal dos individuos (Vazzoler 1996). No
caso dos anuros, assim como em peixes, ovicitos em estadios avangados, tendem a ser
mais pesados, devido ao intenso acimulo de vitelo (Costa et al. 1998a).

Durante a espermatogénese, o parénquima hepatico dos anuros possui varias

funcdes, como a producdo de ligagdes esterdides, proteinas e a formacdo e
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armazenamento de lipidios e carboidratos, ambos utilizados para a atividade metabdlica
dos testiculos e durante a degradacdo dos hormdnios esterdides (Kao et al. 1993). De
acordo com Costa (1991), a variacdo da alimentacdo, como também de hormdnios
sexuais, reflete no indice hepatossomético (IHS), que tem sido utilizado como indicador
do periodo pré reprodutivo (Rastogi et al. 1978). Em individuos adultos de ra touro,
principalmente no periodo de reproducdo, o figado sintetiza e secreta o precursor das
proteinas do vitelo, a vitelogenina, que € transportada até as gonadas via corrente
sangiiinea, para participar da formacdo das gonadas (Costa et al. 1991).

Na literatura existem muitos estudos de biologia reprodutiva de anuros
utilizando informagdes sobre local de deposi¢do de ovos e estratégias reprodutivas (e.g.
Prado et al. 2004; Haddad e Prado 2005; Pombal e Haddad 2005), ou indicando a
ocorréncia de evento reprodutivo devido a observacdo de amplexo (e.g. Canelas e
Bertoluci 2007; Galdino et al. 2008; Pirani er al. 2013), visualizacdo das gdnadas a
partir da transparéncia da pele do abdomen (e.g. Galdino et al. 2008; Pirani et al. 2013)
e vocalizacdo (e.g. Canelas e Bertoluci 2007; Galdino et al. 2008; Pirani et al. 2013).
Entretanto, estudos morfoldgicos e histoldgicos das gonadas sdo escassos na regido
tropical (e.g. Oliveira et al. 2002; Prado et al. 2004; Oliveira et al. 2007; Santos e
Oliveira 2008; Ferreira et al. 2009; Santos et al. 2011; Ferreira ¢ Mehanna 2012;
Villagra et al. 2012; Leite et al. 2015) e mais escassos ainda sobre da sub familia
Scinaxinae, (Frost et al. 2017), sendo que apenas duas espécies foram estudadas Scinax
fuscovarius e S. fuscomarginatus (e.g. Oliveira e Andrade 1997; Oliveira e Vicentini
1998; Oliveira et al. 2003; Oliveira et al. 2004; Rodrigues et al. 2005; Toledo e Haddad
2005; Goldberg 2014).

Dentre os anuros, a familia Hylidae contém a maior diversidade de espécies
entre os anfibios (Frost ef al. 2016). E um grupo considerado monofilético e composto
por sete subfamilias, 49 géneros e 692 espécies (Frost et al. 2016; Duellman et al.
2016). Scinax aff. perereca é uma espécie desta familia, que estd em processo de
descricdo, sendo associada a subfamilia Scinaxinae (Nascimento ef al. in prep.).

Scinax aff. perereca possui sua distribuicdo geografica nas areas elevadas das
Serras do Espinhaco e Mantiqueira, estado de Minas Gerais (Galdino et al. 2008;
Nascimento et al. in prep.). Ocorre no Parque Municipal das Mangabeiras, municipio de
Belo Horizonte (Galdino et al. 2008; Nascimento et al. in prep.), na Serra da Piedade,
municipio de Caeté (Glauss et al. in prep), Serra do Caraca, municipio de Catas Altas

(Afonso e Eterovick 2007; Canelas e Bertoluci 2007), Floresta Estadual do Uaimii
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(FLOE Uaimii), municipio de Ouro Preto (Pirani er al. 2012). Poucas sdo as
informacdes sobre histdria natural desta espécie. Canelas e Bertoluci (2007) indicam
que, na Serra do Caraca, S. aff. perereca foi registrada, com base em abundancia de
vocalizacdo, no periodo chuvoso, nos meses de outubro, novembro, janeiro, fevereiro e
mar¢o. A ocorréncia de amplexo e de fémeas gravidas foi registrada apenas no més de
outubro (Canelas e Bertoluci 2007). Pirani et al. (2012) indicaram, com base em
vocalizacdo, que a espécie ocorre no periodo chuvoso, nos meses de novembro e
janeiro, classificando-a como de padrao reprodutivo prolongado.

A chuva e a temperatura ndo afetaram a ocorréncia da espécie nos
microambientes do Parque das Mangabeiras (municipio de Belo Horizonte),
provavelmente porque estes fatores abidticos tiveram pouca variagdo, em estudo
realizado por Galdino et al. (2008). Todas as fémeas registradas, nos meses de outubro,
dezembro, fevereiro e abril, possuiam ovdcitos na cavidade abdominal, visualizados a
partir da transparéncia da pele do abdomen (Galdino er al. 2008).

Considerando que as informacdes sobre a biologia reprodutiva de Scinax aff.
perereca ainda sdo incipientes, e nao tratam da morfologia das gonadas, este estudo teve
como objetivo analisar a biologia reprodutiva a partir dos ciclos reprodutivos de machos
e fémeas. Desta forma, foram objetivos especificos do presente estudo (I) descrever a
morfologia microscépica das gonadas; (II) determinar o padrdo reprodutivo de Scinax
aff. perereca; e (Ill) avaliar os efeitos da temperatura, umidade e precipitacdo sobre a

atividade reprodutiva
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Materiais e métodos

Obtencdo e processamento dos espécimes

Os espécimes de Scinax aff. perereca analisados foram coletados,
mensalmente de novembro de 1990 a outubro de 1991, no Parque Municipal das
Mangabeiras (PMM) (19°55°57°S e 43°56°32”W, 800 a 1.000m de altitude). O parque
ocupa uma érea de 2.350.000m” e um perimetro de 8.000m, localizado na cidade de
Belo Horizonte, Minas Gerais, no sudeste do Brasil (Galdino et al. 2008) e constitui um
fragmento de mata secundaria urbana transicdo entre floresta semidecidual (Mata
Atlantica lato sensu) e Cerrado (Nascimento er al. 2001; Galdino et al. 2008). O
principal riacho do Parque € o Corrego da Serra que possui lagos artificiais (Galdino et
al. 2008), onde os exemplares deste estudo foram coletados.

Os dados climaticos da regido estudada foram obtidos no 5° Distrito de Belo
Horizonte. Minas Gerais. Instituto Nacional de Meteorologia — INMET (Fig.1). De
novembro de 1990 a outubro de 1991 a temperatura média anual foi 22.1°C (19.2-
25.1°C). A umidade média anual foi 66.7% (54.4-81.2%) e a precipitacdo total teve
média anual de 145.1mm (0.0-651.2mm). O clima nos trépicos é determinado pela
oscilacdo da chuva tropical ao longo do ano, sendo dividido em dois periodos, de chuva

(outubro-margo) e o de seca (abril-setembro).
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e precipitacdo total mensal (linha continua) de Belo Horizonte (Minas Gerais, Brasil) de

novembro de 1990 a outubro de 1991.

Adicionalmente realizamos campanhas em 2016 para coleta de individuos
para a andlise macroscopica das gonadas (macho MCNAM?20325) e documentagio
fotografica em outras localidades préximas, como a Serra da Piedade (19°49'9"S
43°40'38"W, 1720m de altitude) no municipio de Caeté, Minas Gerais. As coletas foram
realizadas principalmente no periodo noturno, que corresponde ao periodo de atividade
da espécie estudada. Coletamos os animais sob permissao do Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio; licenga n° 37266-2). Os individuos
capturados foram eutanasiados com aplicacdo de lidocaina (Sebben 2007). A maioria
dos exemplares utilizados neste estudo estao depositados na colecdo de herpetologia do
Museu de Ciéncias Naturais da Pontificia Universidade Catélica de Minas Gerais

(tombados em um lote MCNAM?20434 e fémea MCNAM4627).

Andlise morfométrica e histologica

Para cada exemplar coletado foram tomadas medidas do comprimento rostro-
cloacal (CRC) e massa do corpo (PM), figado (PF), gdbnadas (PG) e corpos de gordura
(CG). A morfologia macroscopica foi descrita a partir da coloracdo, formato e posi¢ao
das gdnadas. As gonadas de individuos de ambos os sexos foram fixadas em solucao de
Bouin por 24 horas e conservadas em alcool a 70%. As amostras foram incluidas em
parafina e, posteriormente, cortes histoldgicos de cinco micromeros foram montados em
laminas de vidro e corados em hematoxilina-eosina (HE). Para determinar o contetido
histoquimico de proteinas e carboidratos na zona radiata e células foliculares dos
ovdcitos, foram utilizadas as seguintes técnicas: acido periddico Schiff (PAS), Alcian
Blue (AB) pH2.5e pH0.5.

As gobnadas foram analisadas quanto aos estddios de maturagdo para
determinacdo do ciclo reprodutivo. A caracterizacdo morfologica das estruturas foi
realizada microscopia de luz. Parametros morfométricos histoldgicos foram tomados
com auxilio de ocular micrométrica acoplada a microscopio de luz e do software
Motic® e as fotografias foram registradas com camera acoplada ao microscopio de luz e

do software Olympus CellSens.
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Os estadios de espermatogénese foram descritos através de parametros
morfométricos, caracteristicas morfologicas e fase da divisdo celular das células
germinativas a partir de analises histolégicas das gonadas. Analisamos e classificamos
os estadios de desenvolvimento das células espermatogénicas, baseados em Costa et al.
(1998b), Santos et al. (2002), Oliveira e Santos (2008) e Leivas et al. (2012). Para
calcular o didmetro dos tubulos seminiferos dividimos o corte histoldégico em cinco
campos diferentes. Utilizamos assim, quatro campos na extremidade e um campo
central no corte. Mensuramos o didmetro de trés tibulos seminiferos em cada campo
(quatro nas extremidades e um no centro do campo) totalizando 15 tdbulos por
individuos independente do estadio de maturacdo. A partir do estddio de maturagdao dos
tubulos foi feita a caracterizagdo dos estadios de desenvolvimento gonadal, o estadio
que apresentou mais tibulos foi utilizado para caracterizar o estddio de maturagao
gonadal. Foram utilizados de sete a 24 individuos por més. Posteriormente, para os
parametros morfométricos individuais de cada célula da linhagem espermatogénica,
medimos os didmetros nucleares de 80 células.

Os estadios de desenvolvimento das células ovogénicas foram analisados e
classificados baseados em Ogielska e Kotuzs (2004) e Oliveira e Santos (2004). Para
calcular o diametro dos ovocitos dividimos o corte histolégico em cinco campos
diferentes. Utilizamos assim, quatro campos na extremidade e um campo central no
corte. Mensuramos o didmetro de trés ovocitos em cada campo (quatro nas
extremidades e um no centro do campo) totalizando 15 ovoécitos por individuos
independente do estadio de maturacdo. A partir do estddio de maturac@o desses ovocitos
foi feita a caracterizacdo dos estddios de desenvolvimento gonadal, o estidio que
apresentou mais tibulos foi utilizado para caracterizar o estadio de maturagdao gonadal.
Foram utilizados de 0 a 10 individuos por més. Posteriormente, para os parametros
morfométricos individuais de cada célula da linhagem ovogénica, medimos os
diametros nucleares de 80 células. Determinamos também, a espessura da zona radiata e
a altura das células foliculares de 30 ovécitos em III e de 30 em VI (6-10 individuos

diferentes) adaptado de Lima (2013).

Andlise estatistica

Para verificar a normalidade dos dados, utilizamos o teste Shapiro-Wilk.

Andlise estatistica descritiva (média, erro padrio e amplitude) foi realizada para
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descricdo das gonadas e c€lulas das linhagens espermatogénica e ovogénica. O volume
testicular médio por individuo foi calculado a partir da férmula: (4/3)m(C/2)(L/2)?, onde
C representa o comprimento e L a largura do testiculo (Pizzatto e Marques 2002).

Foi utilizada uma correlacio de Spearman para testar a relacdo entre a
temperatura média mensal (°C), umidade média mensal (%) e precipitagdo total mensal
(mm) com a atividade reprodutiva de Scinax aff. perereca. Desta forma, as varidveis de
resposta de cada sexo (massa das gonadas, massa dos corpos de gordura, IGS, IHS e
volume testicular) foram relacionadas com a temperatura, umidade e precipitagdo.

O indice gonadossomatico (IGS), que estabelece uma relagdo entre a massa
das gonadas e a massa corporal do individuo, foi calculado conforme a férmula: IGS=
PG/PM x100, onde PG representa a massa da gonada e PM, massa corporal (Costa et al.
1998a; Leivas et al. 2012). O IGS foi calculado para cada individuo e analisado
separadamente para cada sexo.

O indice hepatossomatico (IHS) estabelece uma relagdo entre a massa do
figado e a massa corporal do individuo. Para calcular o indice hepatossomatico foi
utilizada a féormula: IHS=PF/PMx100, onde PF representa a massa do figado e PM,
massa corporal (Vazzoler 1996). O IHS foi calculado para cada individuo e analisado
separadamente para cada sexo.

Aplicamos o teste de Kruskal-Wallis para avaliar o efeito entre o periodo de
chuva (outubro-marg¢o) e o periodo de seca (abril-setembro) no volume testicular, IGS e
IHS de machos e fémeas. A tabulacio dos dados foi realizada com auxilio do software
Excel (2007) e a confeccao dos graficos e os testes estatisticos foram feitos na
plataforma estatistica R (R Development Core Team. 2016). O nivel de significancia foi

considerado para p< 0.05.
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Resultados

Testiculos e espermatogénese

Foram coletados 194 machos todos os meses de novembro de 1990 a outubro
de 1991. O comprimento rostro-cloacal (CRC) médio foi de 36.0mm (+0.02; 17.3-
55.3mm). A massa corporal (PM) média dos machos foi de 5.3g (£0.1; 3.5-10.0g). Os
testiculos de Scinax aff. perereca sdo 6rgaos pares localizados na regido dorsal da
cavidade peritoneal, em uma posi¢ao ventral aos rins, sendo que o esquerdo posiciona-
se ligeiramente mais cranial que o direito (Fig. 2). Os testiculos sdo elipsdides, sem
I6bulos aparentes e sua coloracdo € branco leitosa. Apresentaram comprimento médio
de 0.60mm (+0.14; 0.06-1.63mm) e largura média de 0.23mm (£0.06; 0.02-0.59). Estao
conectados a cavidade abdominal por intermédio do mesorquio. O massa testicular
média foi de 18.2mg (£1.2; 3.0-45.0mg) e o volume testicular médio foi de 18.1pm3
(£2.1; 0.1-120.3um3). Verificamos em alguns individuos a ocorréncia de corpos de
gordura associados a porcao cranial do testiculo (Fig. 4). Estes corpos de gordura sao
digitiformes, de cor branco leitosa, com massa média correspondente a 0.02mg (+0.01;

0.0-0.9mg). Os testiculos ndo apresentaram diferencas morfologicas macroscopicas nos

diferentes estadios de maturacao gonadal.

e

Figura 2: Vista ventral dos testiculos e corpos de gordura celomatica de
machos de Scinax aff. perereca individuo MCNAM?20325 CG- corpos de gordura
celomatica; TD- testiculo direito; TE- testiculo esquerdo. Aumento de 20x.

Barra=1.0mm.
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No interior dos testiculos, estdo presentes tibulos seminiferos que sdo
estruturas enoveladas e envoltas por tecido conjuntivo. Eles apresentaram cistos de
células da linhagem espermatogénica em diversos estadios de diferenciacio, sendo que
em cada cisto as células se encontram no mesmo estidio (Fig. 3). Essas células
apresentaram morfometria diferenciada.

Dois tipos de espermatogdnias foram observados nos tubulos seminiferos de
Scinax aff. perereca. As espermatogdnias I apresentaram didmetro médio de 20.0um
(¥3.7; 10.8-27.3um), constituem as maiores células visualizadas, sendo encontradas
isoladamente na periferia dos tibulos seminiferos, possuem niicleo mutilobulado e
levemente basofilo. As espermatogdnias II apresentaram diametro médio de 10.2um
(¥2.1; 6.2-16.2um), formam pequenos cistos fortemente basoéfilos na periferia dos
tibulos e possuem nicleo multilobulado e baséfilo.

Os espermatdcitos 1 apresentaram diametro médio de 10.4um (£2.0; 5.8-
15.4um), formam cistos grandes e populosos e apresentam nucleo esférico e basofilo.
Os espermatodcitos II apresentaram didmetro médio de 8.0um (£1.4; 5.2-11.8um),
formam cistos maiores e mais populosos do que os cistos de espermatdcitos I, possuem
nucleo esférico e baséfilo.

As espermatides arredondadas apresentaram didmetro médio de 6.1um (£1.1;
3.3-10.1pym), sdo pequenas e podem ou ndo estar dentro de cistos, possuem nucleo
fortemente basdfilo. As espermaitides alongadas formam feixes de células paralelas
voltadas para células de Sertoli. Nao foi possivel medir o didmetro das espermatides
longas e espermatozdides. Os espermatozdides apresentam nucleo bastante alongado

fortemente baséfilo, o flagelo tem um aspecto filamentoso e é intensamente acidofilo.

Os espermatozoéides ficam acumulados no limen dos tibulos seminiferos.

‘\N b !cfy’ 5 ‘Qeﬁi@:“‘&*'@ '0:%‘7:10%".

Figura 3: Células da linhagem esperrhatogemca de Scinax aff. perereca

espermatogonia I (GI), espermatogonia II (GII), espermatdcito I (CI), espermatdcito 11
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(CII), espermatide arredondada (T1T), esperméatide alongada (TII) e espermatozdide (Z).
Aumento de 200x. Barra=20.0um.
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Estddios de maturagdo testicular

Os testiculos analisados apresentaram os seguintes estadios de maturagdo

(Tab. 1): inicio da maturacdo, estadio 2 (n=16 individuos); maturag¢do intermediaria,

estdidio 3 (n=87 individuos); maturacdo avancada, estddio 4 (n=78 individuos); e

esgotado, estddio 5 (n=13 individuos). Estes estadios sdo apresentados na Figura 4.

Tabela 1: Morfologia e morfometria dos tibulos seminiferos nos diferentes

estddios de maturacdo testicular de Scinax aff. perereca

(média, erro padrdo e

amplitude).
Estadio Morfologia dos tibulos Diametro dos Volume dos
tabulos tabulos
seminiferos (nm) seminiferos (um?3)
Inicio da Cistos de espermatogonias | 255.97 0.04
Maturagao e II e espermatdcitos I e II. (£11.56; (£0.00;
(estadio 2) 202.75-356.60) 0.02-0.06)
Maturagao Cistos de espermatogonias e 271.55 0.05
intermedidria  espermatdcitos I e I, muitos (£3.35; (£0.00;
(estadio 3) cistos de espermatides, 191.53-362.17) 0.01-0.11)
presenca de poucos
espermatozdides.
Maturagao Poucos cistos de 272.30 0.05
Avancada espermatogonias, (£3.89; (£0.01;
(estadio 4) espermatdcitos e 177.01-373.91) 0.01-0.13)
espermatides, mas muitos
espermatozoéides livres.
Esgotado Poucos cistos em diferentes 267.72 0.05
(estadio 5) fases de desenvolvimento. (£11.94; (£0.01;
Limen amplo dos tibulos  183.99-347.27) 0.01-0.09)

com espermatozodides
residuais.
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aff. perereca corados por Hematoxilina-eosina. A: inicio da maturacdo, estadio 2. B:

maturacdo intermedidria, estddio 3. C: maturacdo avancada, estidio 4. D: esgotado,
estddio 5. Espermatogoénia I (GI), espermatogdnia II (GII), espermatocito I (CI),
espermatocito II (CII), espermatide arredondada (TI), espermétide alongada (TII) e

espermatozoéide (Z). Aumento de 200x. Barra=20.0um

25



Ovdrio e ovogénese

Foram coletadas 41 fémeas no periodo de novembro de 1990 a outubro de 1991.
Fémeas nao foram encontradas em maio, junho e outubro. A média do comprimento
rostro-cloacal (CRC) das fémeas foi de 39.2mm (+0.02; 33.6-49.0mm) e da massa
corporal (PM) de 6.9g (£0.1; 5.0-10.0g). Os ovarios de Scinax aff. perereca sao 6rgaos
pares, localizados ventralmente aos rins e dorsalmente ao tubo digestorio (Fig. 5),
revestidos por fina camada de peritonio, que delimita quatro a seis 16bulos ovarianos.
Em estadios de desova parcial, eles apresentavam cranialmente 16bulos flacidos, ou seja,
com aspecto transparente e hemorrdgico. A massa média do ovario foi de 84.7mg
(£20.4; 10.0-965.0mg). Ovarios pequenos e imaturos apresentavam ovOcCitos
completamente despigmentados e ovarios maiores e maduros apresentavam ovOcitos
com pigmentacdo. Assim, a coloracdo dos ovarios, que tem parede transparente, &
determinada pela colorac@o dos ovdcitos que sdo bicolores, com uma regido pigmentada
mais escura, que variou do marrom ao preto e outra ndo pigmentada, tendo a cor
amarela correspondendo aos graos de vitelo. Corpos gordurosos ou adiposos podem
estar aderidos a porcdo cranial dos ovérios e apresentaram massa média de 0.02mg

(£0.01; 0.0-0.20mg).

Figura 5: Vista ventral dos ovarios de Scinax aff. perereca. F- figado; E-
estomago; I- intestino; OD- ovério direito; OE- ovario esquerdo; OI — ovécitos em
estadios iniciais de maturacdo; OM- ovarios em estadios avancados de maturacio.
Animal fixado MCNAM 4627. Aumento de 10x. Barra=1.0mm.

As ovogonias (Fig. 6) apresentaram didmetro médio de 73.8um (+2.8; 41.4-

111.6um), sendo as menores células da linhagem germinativa de fémeas, mas nao foram
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comuns nos ovarios analisados. Seu nicleo volumoso e levemente bas6filo ocupa a
maior parte do citoplasma. Estas células ocorrem em todos os estadios de
desenvolvimento dos ovarios, localizando-se na periferia destes.

Os ovécitos 1 ou perinucleolar inicial apresentaram o didmetro médio de
170.8um (£6.7; 53.8-296.6um). Sao células arredondadas e compostas de citoplasma
escasso e fortemente basofilo e niicleo volumoso e acidofilo. Os ovocitos II ou
perinucleolar avancado apresentaram o didmetro médio de 307.5um (£7.5; 165.4-
460.7um), possuem citoplasma mais volumoso e levemente acid6filo e com grande
numero de nucléolos na periferia do nicleo acidéfilo. Observou-se o inicio de formagao
da zona radiata. Os foliculos ovarianos sdo compostos de ovocitos envoltos por células
foliculares pavimentosas.

Os ovdcitos III ou pré-vitelogénico apresentaram o didmetro médio de 541.7um
(¥12.4; 367.6-818.4um) e correspondem ao inicio do processo de vitelogé€nese,
caracterizado pelo surgimento na periferia do citoplasma, ainda levemente baséfilo e
granuloso, das vesiculas corticais, que aparecem nao coradas nas coloragées com HE. O
citoplasma passou a ser acidoéfilo, em razdo, do acimulo de granulos eosindéfilos
(granulos de vitelo), que ocupam grande parte de sua extensdo. As células foliculares
dos ovdcitos III tiveram altura média de 17,9um (*10.5; 6.6-49.3um) e mativeram-se
pavimentosas. A zona radiata € fina com média de altura de 8.4um (+3.0; 3.7-14.2um),
e apresentou reagao positiva para PAS e Alcian Blue (pH 0.5 e pH 2.5).

Os ovocitos IV ou vitelogénicos apresentaram didmetro médio de 1064.4um
(£51.3; 381.1-1882.2um) e ha maior quantidade de vitelo. A vitelogénese progride € o
citoplasma se torna acidofilo, chegando a maturacdo avancada. As células foliculares
dos ovdcitos IV tiveram altura média de 144,9 (+£40.6; 56.0-240.7um) e apresentaram
forma cubica, estando dispostas em até trés camadas. Coraram positivamente com PAS,
indicando presenca de glicoconjudados neutros, € com Alcian Blue (pH 0.5 e pH 2.5),
indicando a presenca de glicoconjugados &4cidos carboxilados e sulfatados. A zona
radiata atinge seu auge de desenvolvimento, caracterizada por espessa camada com
altura média de 38.8um (£39.5; 8.2-170.2um), e reagindo positivamente para PAS e
Alcian Blue (pH 0.5 e pH 2.5).

Observamos a presenga de desova parcelada em fémeas de Scinax aff. perereca.
Em um mesmo ovario que estava no estadio de parcialmente desovado, verificamos a
presenca de ovdcitos em todos os estadios de maturacdo, principalmente de ovécitos III

e IV, ovécitos atrésicos, além de numerosos foliculos pds-ovulatérios.
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Figﬁ\fél'6: Células da linhagem 0V6génica de Scinax aff. perereca: A: ovécitos
em diversos estidios de maturacdo- HE - Aumento de 40x. Barra=100.0um. B-C:
ovdcitos em diversos estadios de maturacdo- HE — Aumento de 200x. Barra=20.0 pum;
D: ovécito IV com camada de células foliculares — HE - Aumento de 40x.
Barra=100.0um; E: ovécitos em diversos estidios de maturacdo - PAS positivo -
Aumento de 40x. Barra=100.0um; F: ovocito IV com camada de células foliculares -
AB 2.5 positivo - Aumento de 40x. Barra=100.0um. Ovogonias (OV), ovécitos I (OI),
ovocitos II (OII), ovocitos III (OIII), ovocitos IV (OIV), ovécitos atrésicos (A),

foliculos pds-ovulatdrios, (F) vaso sanguineos (VS) e zona radiata (ZR).
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Estddios de maturagdo ovariana

Os ovérios analisados apresentaram os seguintes estadios de maturacdo (Tabela

2): inicio da maturagao, estadio 2 (n=5 individuos); maturacdo intermediaria, estadio 3

(n=7 individuos); maturagdo avancada, estiddio 4 (n=13 individuos); e parcialmente

desovado, estadio 5 (n=16 individuos). Estes estddios sdo representados na Figura 8.

Tabela 2: Morfologia e morfometria dos foliculos em diferentes estadios de

maturagdo ovariana de Scinax aff. perereca (média,erro padriao e amplitude).

Estadio

Morfologia dos foliculos

ovarianos (pm)

Diametro dos foliculos

Inicio da Maturacao

(estadio 2)

Maturacao
intermediaria
(estadio 3)

Maturagao
Avancada
(estadio 4)

Parcialmente
Desovado
(estadio 5)

Presenca de ovogdnias e ovocitos
I, IT e poucos ovocitos I11.

Poucas ovogonias e ovocitos I e
II, grande nimero de ovdcitos 11
e IV.

Poucas ovogonias, ovocitos I, [T e
III e grande numero de ovocitos
IV.

Presenca ovogonias e ovocitos I,
I, IIT e IV e foliculos pos-
ovulatdrios.

445.69
(£69.22;
243.51-624.99)

390.09
(£32.60;
245.54-509.74)

900.47
(x105.64
363.67-1684.72)

456.84
(+37.10
217.55-731.59)

29



Flgura 7: Estadlos de maturagao dos ovérios encontrados em Scinax aff

perereca corados por Hematoxilina-eosina. A: inicio da maturacdo, estidio 2; B:
maturacdo intermedidria, estddio 3; C: maturacdo avancada, estadio 4; D: parcialmente
desovado, estddio 5. Aumento de 40x. Barra=100.0um. Ovdcitos I (OI), ovécitos 11
(OID), ovocitos IIT (OIII), ovécitos IV (OIV), foliculos pds-ovulatdrios (F).
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Aspectos reprodutivos e varidveis ambientais

Encontramos correlacdo significativa entre a massa corporal, IHS e volume
testicular com a temperatura média mensal para machos (Tabela 3). Apenas o IHS
apresentou correlagdo significativa com a umidade média mensal. Obtivemos correlagdo

significativa para massa corporal, IHS e volume testicular com a precipitacdo total.

Tabela 3: Relacdo entre a massa corporal, massa testicular, massa dos corpos de
gordura, IGS, IHS e volume testicular de machos de Scinax aff. perereca com a
temperatura média mensal (°C), umidade média mensal (%) e precipitacao total mensal

(mm) (respectivamente, r2 e p). *Valores significativos.

Variaveis Temperatura Média  Umidade média Precipitacao
Total

2 p 2 p 2 p

Massa corporal 1.17 0.02* -0.01 0.98 0.21 0.02*
Massa testicular 0.01 0.98 0.08 0.25 0.02 0.71
Massa corpos de 0.32 3.79 0.52 4.20 0.35 5.18

gordura

IGS -0.01  0.87 0.09 0.08 0.01 0.83

IHS 0.2 0.01* 0.27 0.01* 0.22  0.01*

Volume testicular 0.21 0.01* 0.07 0.30 0.16 0.02*

Encontramos correlacdo significativa e positiva da massa corporal e THS de
fémeas com a temperatura média mensal (Tabela 4). O IHS apresentou correlagao
significativa e positiva com a umidade média mensal. Nao houve correlagao dos

parametros morfométricos de fémeas com a precipitacao total mensal.
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Tabela 4: Relagao entre a massa corporal, massa ovariano, massa dos corpos de

gordura, IGS, IHS de fémeas de Scinax aff. perereca com a temperatura média mensal

(°C), umidade média mensal (%) e precipitacdo total mensal (mm) (respectivamente, r2

e p). *Valores significativos.

Variaveis Temperatura Umidade média Precipitaciao
Média Total
12 p 12 p 12 p

Massa corporal 0.31 0.05* 0.15 0.32 0.21  0.18
Massa ovariano -0.02  0.85 0.17 0.29 0.12 041
Massa corpos de gordura 0.10 0.48 0.07 0.64 -0.08 0.57
IGS -0.15 031 0.05 0.72 0.01  0.95

THS 0.34  0.02* 0.38 0.01* 0.29  0.95
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Atividade reprodutiva

O estiadio maturagdo avangada (estadio 4) correspondente ao periodo reprodutivo
da espécie Scinax aff. perereca. Os machos estiveram aptos a reproducdo o ano todo,
mas, o evento reprodutivo s6 ocorreu no periodo de setembro a abril, quando
encontramos machos em estadio esgotado (Figura 8A). As fémeas se apresentaram
reprodutivamente ativas no final da estagcdo seca, estagdo chuvosa e inicio da estacdo
seca, ou seja, de setembro a abril, quando ha presenca de fémeas maduras e

parcialmente desovadas (Figura 8B).

ESTACAO CHUVOSA ESTACAO SECA ESTACAO CHUVOSA
14 -
A
10 A
g s .
H W ESTADIO 2
=
T 6 ESTADIO 3
m ESTADIO 4
4
M ESTADIO &
2
0
| Now DEZ | JAN FEV MAR ABR MAI JUN UL AGD SET ouT
1990 ' ! Més/Ano 1581 I
ESTACAO CHUVOSA ESTACAO SECA ESTACAO CHUVOSA
g -
8 1 B
7
5 -
g .
g 7 W ESTADIO 2
=
T 4 ESTADIO 3
3 A W ESTADIO 4
2 4 M ESTADIO §
0
MOV DEZ AN FEV MAR ABR MAI JUN L AGD SET ouT

15990 Més/Ano 1981

Figura 8: Numero de individuos nos diferentes estddios de maturacdo gonadal de
machos (A) e fémeas (B) de Scinax aff. perereca entre Novembro de 1990 e Outubro de
1991. Estadios de maturacao gonadal de machos: estddio 2- Maturacao Inicial; estadio 3
- Maturacao Intermediaria; estadio 4 - Maturacdo Avancada; e estddio 5 - Esgotado).
Estadios de maturacdo gonadal de fémeas: estddio 2- Maturacdo Inicial; estidio 3 -
Maturagio Intermediaria; estadio 4 - Maturacdo Avancada; e estadio 5 — Parcialmente
desovado.

Os maiores valores de IGS para machos (Figura 9A) corresponderam a fevereiro
(0.58) de 1991 e o menor a dezembro (0.28) de 1990. O IGS das fémeas (Figura 9B)

apresentou maior valor em de julho (8.44) e o menor em agosto (2.29) de 1991. Os
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machos em periodo de maturacdo intermedidria e avangada (estadios 3 e 4)
apresentaram maior média que os ndo reprodutivos, ou seja, em maturacdo inicial e
esgotado (estadios 2 e 3) (Figura 9C). Para fémeas, o resultado foi oposto (Figura 9D),
pois a menor média correspondeu a maturacdo avancada (estddio 4), seguida das
maturagdes intermedidria, inicial e parcialemtente desovado (respectivamente, estadios
3,2 e 5). A relacdo ao IGS e os periodos de seca e chuva ndo apresentou diferenca
significativa (p=0.35). O mesmo foi observado para fémeas (p=0.38).
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Figura 9: Variag¢ao do indice gonadossomatico (IGS) de machos e de fémeas ao
longo do ano (A e B, respectivamente) € com os estadios reprodutivos (C e D,
respectivamente). Estidios de maturacdo gonadal de machos: estadio 2- Maturacio
Inicial; estadio 3 - Maturacdo Intermediaria; estadio 4 - Maturacdo Avancada; e estadio
5 - Esgotado. Estadios de maturagdo gonadal de fémeas: estadio 2- Maturagdo Inicial;
estadio 3 - Maturacdo Intermedidria; estddio 4 - Maturacdo Avangada; e estadio 5 —

Parcialmente desovado.
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O maior valor de IHS de machos foi no més de fevereiro (1.79) de 1991 e o
menor no més de novembro (1.07) de 1990 (Figura 10A). O valor méximo de IHS das
fémeas foi (5.25) no més de abril e o menor (0.97) no més de setembro de 1991 (Figura
10B). A média do IHS de machos em periodo de maturagdo inicial (estadio 2) foi maior
em relacdo aos demais estadios (respectivamente,estadios 3, 4 e 5) (Figura 10C). Para
fémeas, A média do IHS de machos em periodo de maturacdo avancada (estadio 4), em
relacdo aos demais estadios (respectivamente,estadios 2, 3 e 5) (Figura 10D). A relacdo
ao IHS de machos e os periodos de seca e chuva nao apresentou diferenca significativa

(p=0.73). O mesmo foi observado para fémeas (p=0.49).
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Figura 10: Relac@o do indice hepatossomatico (IHS) de machos e de fémeas ao

longo do ano (A e B), respectivamente e os estddios reprodutivos (C e D),
respectivamente. Estadios de maturacdo gonadal de machos: estddio 2- Maturacdo
Inicial; estadio 3 - Maturacdo Intermediaria; estadio 4 - Maturacdo Avancada; e estadio
5 - Esgotado. Estadios de maturagdo gonadal de fémeas: estadio 2- Maturagdo Inicial;
estadio 3 - Maturacdo Intermediaria; estadio 4 - Maturacdo Avangada; e estadio 5 —

Parcialmente desovado.
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O volume testicular apresentou maior valor (38.4um3) no més de fevereiro e
menor (11.9um3) em outubro de 1991 (Figura 11A). A maior média de volume
testicular foi registrada para machos em maturacdo avancgada (estadio 4) (Figura 11B).
A menor média do volume testicular foi de machos em estddio de maturagdo inicial
(estadio 2). Entretando ndo encontramos diferenca significativa entre as médias do
volume testicular. A relacdo do volume testicular e os periodos de seca e chuva ndo

apresentaram diferenca significativa (p=0.64).
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Figura 11: Relacdo do volume testicular ao longo do ano (A) e com os estadios
reprodutivos de machos (B). Estddios de maturacao gonadal de machos: estadio 2-
Maturagdo Inicial; estddio 3 - Maturacdo Intermediaria; estddio 4 - Maturacao

Avancada; e estadio 5 - Esgotado.
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Discussdo

Scinax aff. perereca é uma espécie em processo de descricdo taxondmica,que
possui sua distribuicdo geografica nas areas elevadas das Serras do Espinhago e
Mantiqueira, em Minas Gerais (Galdino et al. 2008; Nascimento et al. in prep.), teve a
morfologia macroscopica das gonadas similar a descrita para outros hilideos (Lofts
1974; Duellman e Trueb 1986; Oliveira e Andrade 1997; Oliveira e Vicentini 1998;
Ferreira et al. 2008; Santos e Oliveira 2008). A morfologia dos corpos de gordura em
ambos os sexos também nao diferiu do descrito para Amphibia (Duellman e Trueb
1986; Oliveira et al. 2004). Os estadios da espermatogénese foram semelhantes a de
outros anuros (Lofts 1974; Oliveira et al. 2002; Santos e Oliveira 2008; Villagra et al.
2012). Os cistos espermatogénicos alojam as células germinativas no mesmo estadio de
diferenciacao, estabelecendo uma sincronia de desenvolvimento, um padrao comum nos
anaminiotas e em varias espécies de anuros (Lofts 1974; Costa et al. 1998b; Prado et al.
2004; Santos e Oliveira, 2008; Ferreira et al. 2008). A morfologia do sistema reprodutor
de fémeas de Scinax aff. perereca também segue o padrio descrito para anfibios anuros
(Lofts 1974). Na literatura existem mais estudos sobre espermatogénese do que
ovogénese em anuros, porém, os estidios de maturacdo dos foliculos ovarianos
encontrados para a espécie estudada foi semelhante aos poucos que existem para o
grupo (Lofts 1974; Oliveira e Andrade 1997; Costa et al. 1998a; Oliveira e Santos
2004).

Em peixes Teleostei, a espessura da zona radiata € um tema relativamente bem
abordado e € freqlientemente associado ao modo reprodutivo (e.g. Andrade et al. 2001,
Santos et al, 2006; Melo et al. 2011; Weber et al. 2012). Andrade et al. (2001)
mostraram que, para espécies de peixes, cujos ovos sofrem mais abrasdo devido a
caracteristicas do ambiente, a zona radiata apresenta maior espessura. Para Teleostei a
morfologia das células foliculares pode variar de acordo com a espécie e o nivel de
maturagdo gonadal (Bazzoli 2003). Melo et al. (2011) encontraram inicialmente
pequenas células pavimentosas que, com o desenvolvimento do ovdcito, tornaram-se
altas e cubicas. De acordo com estes autores, normalmente, essas células que estdo em
volta dos ovdcitos possuem grande capacidade de sintese de substdncias que sdo
transferidas para a superficie da zona radiata que estd associado a capacidade de adesdo
dos ovos ao substrato. Para o hilideo Bokermannohyla nanuzae, uma perereca endémica

de riachos no sudeste do Brasil, a zona radiata apresentou espessura fina em relagao ao
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ovdcito (Lima 2013) e os ninhos foram encontrados em locais de pouca abrasdo, como
remansos de riachos, aderidos a rochas na superficie da dgua (Eterovick e Sazima 2004;
Lima 2014). A zona radiata dos ovos de Ololygon longilinea, também hilideo,
apresentou espessura fina em relacdo ao tamanho do ovécito (Felippe ef al. 2014).
Carvalho (2001) observou ninhos de O. longilinea em locais de remanso proximas a
superficie, aderidos a folhas e raizes, onde o fluxo de dgua era bem menor, fato que
pode ser associado a espessura fina da zona radiata dos ovos desta espécie por Felippe
et al. (2014).

A presenca espessura da zona radiata em S. aff. perereca permite inferir que sua
desova ocorra em locais de grande abrasdo, como em dareas de riachos e proximos a
quedas de dgua onde o fluxo € intenso, ambiente onde os adultos ocorrem (Galdino et
al. 2008). Em Scinax aff. perereca o resultado da andlise histoquimica da camada de
células foliculares e zona radiata indicou presenca de glicoconjudados neutros e de
glicoconjugados 4cidos carboxilados e sulfatados, que em conjunto sugerem secrecao de
sialomucinas, como ocorre em peixes (Andrade et al. 2001; Santos et al. 2006; Melo et
al. 2011; Weber et al. 2012). Em locais de muita abrasdo, como o provavel ambiente de
desova de Scinax aff. perereca, a presenca de sialomucinas estaria relacionada ao
processo de adesdo destes ovos, evitando que sejam deslocados. Desta forma, estudos
sobre a morfologia da zona radiata e a natureza da secrecdo das células foliculares em
diferentes espécies de anuros devem ser realizados para melhor compreensao da fungao
destas estruturas e permitir inferéncias sobre os locais de desova das espécies, que em
muitos casos, sdo desconhecidos (Haddad e Prado 2005).

Em um mesmo ovério de Scinax aff. perereca, que estava parcialmente
desovado verificou-se a presenca de ovocitos em todos os estddios de maturagio,
principalmente de ovdcitos III e IV, ovdcitos atrésicos, além de numerosos foliculos
poOs-ovulatorios. Isto sugere que as fémeas reorganizam seus ovarios € entram em um
novo ciclo que parece ser fechado diretamente em um estadio intermediario. Estas
caracteristicas e a auséncia do estadio de repouso indicam que S. aff. perereca apresenta
desova do tipo parcelada. A contribuicdo da desova parcelada para o aumento do
nimero de ovoécitos a serem postos durante o periodo reprodutivo possibilita maior
probabilidade de sobrevivéncia da espécie (Nikolsky 1963). Segundo McEvoy e
McEvoy (1992) esse tipo de desova constitui estratégia reprodutiva desenvolvida para
reduzir: predagdo de ovos e larvas; risco de desova em condicdes hidrograficas e

climéaticas desfavoraveis e; competicao por locais de desova.
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As andlises microscOpicas revelaram que os machos estiveram aptos a
reproduzir, apresentando estddio de maturacdo avancada (estddio 4) o ano todo.
Entretanto, foram encontradas fémeas parcialmente desovadas de setembro a abril.
Estudos mostram que mesmo o macho estando reprodutivo o ano inteiro, a atividade
reprodutivada espécie ndo precisa ser necessariamente continua. Fémeas podem
modular esse ciclo com picos reprodutivos em determinadas épocas do ano (Oliveira et
al. 2007; Leivas et al. 2012). Acreditamos entdo, que as fémeas de S. aff. perereca
modulam o periodo reprodutivo da espécie, pois apesar dos machos serem aptos a
reprodugdo o ano todo, os eventos reprodutivos s6 ocorreram no periodo de setembro a
abril, quando além do exposto, verificamos machos com testiculos em estadio esgotado.
Estas caracteristicas, o tipo de desova parcelada e ciclo continuo de reproducdo de S.
aff. perereca sugerem que machos e fémeas participem mais de uma vez de evento em
um unico periodo reprodutivo. Assim, machos manteriam suas células germinativas em
um estddio intermedidrio de maturacdo durante todo o ano e quando iniciassem as
atividades reprodutivas, o processo de maturacdo dessas c€lulas seria acelerado, uma
estratégia para conseguirem reproduzir mais vezes durante o periodo de reprodugio,
possivelmente com diferentes parceiros, garantindo além do sucesso de ovos e larvas, a
variabilidade genética da espécie.

A atividade reprodutiva das espécies esta relacionada as condi¢Oes climaticas de
onde vivem (Huang et al. 1997; Blaustein ef al. 2002). Assim, mudanc¢as ambientais
relativamente pequenas na temperatura e na pluviosidade podem afetar os ritmos
gametogénicos, estabelecer ciclos continuos ou descontinuos e interferir na estrutura de
uma comunidade (Huang et al. 1997; Blaustein et al. 2002). No presente estudo, ndo
observamos diferenca significativa para os varios parametros analisados entre o periodo
chuvoso e o periodo seco, mostrando que os mesmos nio tém efeito sobre o ciclo
reprodutivo. Galdino ef al. (2008), também no Parque, verificaram que a chuva e a
temperatura ndo afetaram a ocorréncia da espécie nos diversos microambientes
habitados.

Pirani ef al. (2013) indicaram, com base em estudos de vocalizacdo, que Scinax
aff. perereca é uma espécie que vocaliza na estagdo chuvosa e possui padrio
reprodutivo prolongado. Canelas e Bertoluti (2007) apontaram a ocorréncia de amplexo
e fémeas gravidas apenas no més de outubro. Porém, no presente estudo, no qual o ciclo
reprodutivo, com base na histologia e morfologia gonadal, foi analisado, foi possivel

verificar que Scinax aff. perereca possui padrao reprodutivo prolongado, de setembro a
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abril, compreendendo o final da estacdo seca, estacdo chuvosa e inicio da estacdo seca,
ou seja, mais amplo do que o reportado por esses autores.

Em machos, fatores exdgenos como temperatura e fotoperiodo sio responsiveis
por induzir a proliferacdo espermatogonial (Chiefii ¢ Minucci 2004). Para machos de
Scinax aff. perereca encontramos efeito significativo e positivo na relagdo entre a
temperatura média mensal e a massa corporal, IHS e volume testicular, assim como
entre a umidade média mensal sobre IHS. Em relacdo a precipitacdo total obtivemos
correlagdo significativa e positiva sobre massa corporal, IHS e volume testicular. Para
fémeas encontramos efeito positivo e significativo da temperatura média mensal sobre a
massa corporal e IHS, assim como da umidade média sobre IHS. Experimentos
realizados com f€meas de algumas espécies de anuros revelaram temperaturas
preferenciais para a maturacdo e o desenvolvimento final de ovécitos sendo que, de
modo geral, temperaturas mais elevadas parecem ser preferenciais para a manutencao da
integridade do ovério e do crescimento de ovocitos vitelogénicos (Jorgensen et al.
1978). O sucesso reprodutivo das fémeas € limitado pelos recursos devido ao grande
gasto energético para ovogénese (em particular na vitelogénese) e o sucesso reprodutivo
dos machos esta diretamente ligado ao acesso as fémeas (Freeman e Herron 2009). Em
ambientes tropicais sazonais, conforme se inicia a estagdo chuvosa, 0s recursos
aumentam gradativamente diminuindo a competicdao pelos mesmos, explicando assim, o
aumento da massa corporal, das reservas energéticas no figado (IHS) e no volume
testicular.

De acordo com alguns estudos o indice gonadossomatico (IGS) € utilizado como
parametro indicativo de atividade testicular durante o ciclo reprodutivo (Rastogi et al.
1978; Delgado et al. 1989; Guarino et al. 1993). Entretanto, para machos e fémeas da
espécie estudada, nao encontramos diferenca significativa entre os diversos estadios de
maturacdo. Além disto, ndo houve efeito dos fatores abidticos, como temperatura,
umidade e precipitagdo, sobre o IGS de machos e fémeas. Portanto, ndo consideramos
este um bom parametro para avaliar o estadio reprodutivo S. aff. perereca.

O indice hepatossomatico tem sido utilizado como indicador do periodo pré
reprodutivo, correlacionado a outros fatores como o indice gonadossomatico (Rastogi et
al. 1978; Delgado et al. 1989; Guarino et al. 1993; Costa et al. 1991). Em machos e
fémeas de Scinax aff. perereca quando comparamos os estddios reprodutivos ao longo
do ano e o IHS, podemos ver que os meses com menores valores no IHS sdo os meses

com mais individuos nos estadios de maturacdo intermedidria e maturacdo avancada
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(respectivamente, maturagdo 3 e 4). A diminuicdo do IHS do estidio de maturacdo
intermedidria para a avangada pode estar relacionada a possivel participacdo do figado
na sintese e secre¢do de substincias hepéticas para formagdo do vitelo exdgeno no
processo de maturacdo ovocitdria, assim como para peixes (Bazzoli et al. 1998), e para
a atividade metabolica dos testiculos (Kao er al. 1993), ou seja, pré-evento reprodutivo.

O volume testicular sofreu efeito de duas varidveis ambientais testadas, a
temperatura e precipitacdo. Quanto maior os valores de temperatura e precipitacio
maior o volume testicular. Apesar das médias dos estddios de maturagdo terem sido
diferentes, ndo encontramos diferenca significativa entre os estidios de maturagcdo
testicular e o volume do mesmo. Acreditamos que, apesar dos machos de S. aff.
perereca serem aptos a reproducdo o ano todo,eventos reprodutivos s6 ocorram no
periodo em que as fémeas estdo aptas a reproduzir, comprovado pela presenca de
machos com testiculos em estadio esgotado. Isto permite indicar que a espécie apresenta
reproducdo prolongada (sensu Wells 1977). Os resultados do presente estudo
confirmam a importancia da realizacdo de avaliagdo da morfologia gonadal para a

compreensdo da biologia reprodutiva de espécies neotropicais.
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Conclusdo
* Os testiculos de Scinax aff. perereca nao apresentaram diferencas
morfolégicas macroscopicas nos diferentes estadios de maturagdo

gonadal.

* Nos ovirios, houve variagdo morfolégica, determinada pelos ovdcitos

nos diferentes estadios de maturagao, ou pelo processo de desova.

* Machos maduros de Scinax aff. perereca ocorrem o ano inteiro, mas

fémeas apenas de Setembro a Abril.

* Nao houve efeito das varidveis ambientais sobre a atividade reprodutiva.

*  Scinax aff. perereca possui desova parcelada e padrdao reprodutivo

prolongado.
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