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RESUMO GERAL.: A reproducdo € um componente da biologia das espécies que molda a
morfologia dos individuos, influencia comportamentos de predacdo, defesa, age sobre a escolha
de habitats de vida e atua sobre a fisiologia das espécies. Visto isso, 0 objetivo desse estudo é
descrever o padrdo reprodutivo da espécie Pithecopus gonzagai caracterizar os aspectos
histoldgicos das gbnadas, os indices de crescimento corporal, e suas rela¢cdes com as variaces
estacionais. Esse estudo foi realizado na Estagdo Ecoldgica do Tapacura (EET) — PE e no Horto
Florestal Olho D’agua da Bica (HFODB) — PB. Foram realizadas expedi¢des noturnas mensais
entre o periodo de fevereiro de 2018 a janeiro de 2019 na EET e entre os meses de agosto de
2020 a julho de 2021 no HFODB. Os animais capturados foram eutanasiados através de
hiperdosagem de anestésico a 5%, tiveram o Comprimento Rostro Cloacal medidos com o
auxilio de paquimetro digital e pesados com balanga de precisdo. As gbnadas, figados e corpos
gordurosos, foram removidos, medidos em seu maior comprimento retilineo com paquimetro
digital e pesados com balanca analitica. As massas corporais, das génadas, dos figados e dos
corpos gordurosos foram utilizadas para os calculos do fator de condigdo corporal, indice
gonadossomatico, indice hepatossomatico e indice lipossomatico respectivamente. As gbnadas
foram submetidas por um protocolo classico histologico e inclusas em parafina. Seccionadas a
5,0 um e corados em H/E. A andlise qualitativa foi obtida através de um microscopio
convencional, acoplado a um sistema digital de imagens. Foi calculado a densidade e volume
das células finais da espermatogénese: espermatides I, espermatides Il e espermatozoides. Para
quantificar a densidade de perfis foram contados campos em uma area teste com 0,044 mm?
para cada animal. O resultado final (mm?) foi adquirido ap6s a utilizagdo da média para cada
perfil e aplicagdo da formula: QA = Zperfis/AT. Os dados mensais pluviométricos foram
adquiridos através do banco de dados da Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima e do Centro
de Ageéncia Executivo de Gestdo de Aguas do Estado da Paraiba. Ja para os dados de
temperatura e umidade relativa do ar, foram adquiridos por meio de Termo Higrémetro nas
areas que os animais foram coletados em cada expedicdo mensal. Um total de 42 individuos de
P. gonzagai, foram coletados na EET e 64 no HFODB. Através dos resultados obtidos para os
valores de K1, IGS, IHS e ILS ao longo dos meses amostrados, para ambas populac¢des, ndo
apresentou relagdo significativa com a precipitacdo em suas respectivas areas de estudo. As
células germinativas apresentaram relacdo significativa para as femeas no HFODB. Os
processos de crescimento e peso gonadal, peso dos figados e corpos gordurosos, bem como a
espermatogénese e gametogénese. Apresentaram uma relacao positiva com a precipitacdo em
suas respectivas areas de estudo. Apesar de ndo haver relacdo estatistica significativa.
Concluimos que a atividade reprodutiva da espécie Pithecopus gonzagai esta classificada como
potencialmente continua.

Palavras-chave: Anuros; indices de crescimento corporal; histologia; espermatogénese.



ABSTRAT: Reproduction is a component of species biology that shapes the morphology of
individuals, influences predation and defense behavior, acts on the choice of living habitats,
and acts on the physiology of species. Therefore, the objective of this study is to describe the
reproductive pattern of the species Pithecopus gonzagali, to characterize the histological aspects
of the gonads, the body growth rates, and their relationships with seasonal variations. This
study was carried out at the Tapacura Ecological Station (EET) - PE and at the Olho D'agua da
Bica Forest Garden (HFODB) - PB. Monthly nocturnal expeditions were conducted between
the period of February 2018 to January 2019 at EET and between the months of August 2020
to July 2021 at HFODB. Captured animals were euthanized by overdosing 5% anesthetic, had
their Cloacal Rostrum Length measured using a digital caliper and weighed with precision
scales. The gonads, livers, and fat bodies were removed, measured at their greatest rectilinear
length with a digital pachymeter, and weighed with an analytical scale. The body masses of the
gonads, livers and fat bodies were used to calculate the body condition factor, gonadosomatic
index, hepatosomatic index and liposomatic index, respectively. The gonads were subjected by
a classical histological protocol and embedded in paraffin. Sectioned at 5.0 um and stained in
H/E. Qualitative analysis was obtained using a conventional microscope coupled to a digital
imaging system. The density and volume of the final cells of spermatogenesis were calculated:
spermatids I, spermatids Il and spermatozoa. To quantify the density of profiles, fields were
counted in a test area with 0.044 mm? for each animal. The final result (mm?2) was acquired after
using the average for each profile and applying the formula: QA = Xperfis/AT. The monthly
rainfall data were acquired through the database of the Waters and Climate Agency of
Pernambuco and the Executive Agency Center for Water Management of the State of Paraiba.
As for the data on temperature and relative humidity, they were acquired using a Thermo-
Hygrometer in the areas where the animals were collected in each monthly expedition. A total
of 42 individuals of P. gonzagai were collected in the TSE and 64 in the HFODB. Through the
results obtained for the values of K1, IGS, IHS and ILS over the months sampled, for both
populations, there was no significant relationship with precipitation in their respective study
areas. Germ cells showed significant relationship for females in HFODB. The processes of
gonadal growth and weight, weight of livers and fat bodies, as well as spermatogenesis and
gametogenesis. They showed a positive relationship with precipitation in their respective study
areas. Although there was no statistically significant relationship. We conclude that the
reproductive activity of the species Pithecopus gonzagai is classified as potentially continuous.

Keywords: Anurans; body growth rates; histology; spe



1. FUNDAMENTA(;AO TEORICA
1.1. Clado Anura

O Clado Anura é composto pelos sapos, ras, gias e pererecas e correspondem o0 grupo
de Anfibios com maior representatividade no mundo (FROST, 2021). E caracteristico desses
animais a auséncia de cauda, algumas modifica¢Ges estruturais voltadas para o salto como 0s
membros posteriores alongados, tibia e fibula fundidas proximal e distalmente e tarso/pé
alongados devido ao alongamento dos elementos tarsais proximais (CHAVES, 2016). No
mundo sdo conhecidas atualmente 8.463 espécies de anfibios, destas 7.476 sdo do Clado Anura
(FROST, 2021), distribuidas principalmente nos tropicos e regides temperadas. Para o Brasil
sdo conhecidas 1.188 espécies de anuros (SEGALLA, 2021).

Para a grande maioria das espécies pertencentes ao clado anura, é caracteristico o seu
desenvolvimento ontogenético passando por um estagio larval denominado girino, que pode
envolver até 46 estdgios de desenvolvimento (GOSNER, 1960) onde a presenca de corpos
aquaticos e de temperaturas favoraveis determinam o desenvolvimento dos Anfibios em seus
ambientes (CARDOSO; HADDAD, 1992).

Na composicdo da biodiversidade, os anuros formam grupos especialmente sensiveis as
alteragdes ambientais devido ao seu comportamento bioldgico, atributos fisioldgicos e
caracterizagdo ecoldgicas, como por exemplo, ciclo de vida bifasica na maioria das espécies
neotropicais e respiracdo cutanea (BLAUSTEIN et al., 1995). Esses animais necessitam de uma
relativa estabilidade ambiental por serem dependentes de dois habitats diferentes
simultaneamente: o aquatico e o terrestre (CHAVES, 2016). Impactos gerados em qualquer um
desses ambientes inviabiliza sua populacdo. Se presentam como excelentes modelos bioldgicos
para testes de hipoteses que envolvem aspectos fisioecologicos (CHAVES et al., 2017).

1.2. Espécie modelo do estudo

A espécie modelo deste estudo € a Pithecopus gonzagai pertence a Familia
Phyllomedusidae, as espécies desta familia sdo conhecidas como pererecas-de-folhagem. A
familia é constituida por 67 espécies, distribuidas em sete géneros (FROST, 2021; SEGALLA,
2021). O género Pithecopus Cope, 1866 compreende doze espécies tropicais da América do Sul
que ocorrem a leste do Andes, desde o sul da Venezuela ao norte da Argentina (FROST 2021).

A Pithecopus gonzagai (ANDRADE et al., 2020) (Figura 1), € conhecida popularmente
como perereca-macaco (CARAMASHI, 2006). Por apresentar seu modo peculiar de vida

essencialmente arboricola (DUELLMAN et al., 2016). A espécie € de facil identificacdo, pois
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apresenta como caracteristicas principais: Superficie dorsal esverdeado, estendendo-se por
todos os membros (brago, antebraco, coxa, joelho e tibia) superficie dorsolateral verde do tarso
ao pé. Regido inguinal laranja com listras pretas verticais bem definidas. (ANDRADE et al.,
2020)

P. gonzagai pertence ao grupo alopétrico, formado por espécies de pequeno porte
(ANDRADE et al., 2020; FROST, 2021). A histéria evolutiva da espécie esta relacionada a
alteragdo do curso do Rio Sdo Francisco, causando um isolamento reprodutivo entre as
populacbes ancestrais, conhecido como evento vicariante (ANDRADE et al., 2020) Sendo
assim, a P. gonzagai € a espécie criptica (espécie irmd) da P. nordestinus (ANDRADE et al.,
2020). Essa espécie estd amplamente distribuida ao norte do rio Sdo Francisco em quatro
estados do nordeste (Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco e Alagoas), ao longo da
Caatinga e Mata Atlantica (SILVA et al, 2020; ANDRADE et al, 2020).

Uma série de trabalhos descrevem aspectos de sua ecologia ao longo de sua area de
distribuicdo (CALDAS, 2016; SILVA et al, 2020; ANDRADE et al, 2020). A P. gonzagai foi
descrita recentemente, sendo assim ainda apresenta poucas informagdes sobre sua extensao de

ocorréncia, status e requisitos ecoldgicos.

Figura 1: Exemplar da especie Pithecopus gonzagai (ANDRADE et al., 2020). Coletado no
Horto Florestal Olho D’agua da Bica, Cuité — PB. Em junho de 2020. Fonte: Arquivo pessoal.

1.3. Anuros do Nordeste, Mata Atlantica e Caatinga

No Nordeste do Brasil estudos sobre os anuros vém contribuindo para o conhecimento
da biodiversidade, todavia pouco se sabe sobre as informacgdes relacionadas as diferentes
comunidades. Esses estudos ajudam a entender a funcdo e importancia desses seres nos

diferentes ecossistemas (MOURA et al., 2011).
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O bioma Mata Atlantica esta presente em todo o litoral brasileiro, desde o Rio Grande
do Norte ao Rio Grande do Sul cobrindo uma area de quase 15% do total do territorio nacional
(STEINMETZ, 2004; PROCHNOW et al., 2006). A Mata Atlantica tem um alto indice de
pluviosidade como resultado de ventos ocednicos que carregam a umidade e sdo atraidos em
direcéo as regides continentais até atingir o litoral, onde ocorrem as chuvas (AB’SABER, 1977;
STEINMETZ, 2004; TONHASCA-JUNIOR, 2005). Embora sustente uma das maiores
riquezas de espécies e endemismo taxas no mundo, o bioma tem sofrido com fragmentacao ao
longo do tempo, o que resultou em grande perda de floresta, que estd diretamente associada
com o forte impacto da atividade humana nesses ambientes (ROSA, 2007; RIBEIRO et al.,
2009).

Na Mata Atlantica ocorrem aproximadamente 485 espécies de anuros (ROSSA-FERES
etal., 2017). No ultimo estudo de levantamento de espécies para o estado de Pernambuco foram
registradas 85 espécies, segundo a RESOLUCAO N° 01, DE 09 DE JANEIRO DE 2015 (Lista
Estadual da Fauna de Anfibios). Esses dados mostram que ainda existem lacunas de
informacBes sobre a anurofauna para varias localidades. Devido ao déficit de informagdes
referentes a essa distribuicdo de anuros no Estado, pode haver inducdo para uma avaliacdo
equivocada da real situacdo e distribuicdo dessas espécies (BORGES-NOJOSA; SANTOS,
2005).

O bioma Caatinga esta localizado no Nordeste Brasileiro, entre 2°54'N a 17°21'S, uma
area estimada de aproximadamente 800.000 km2, apresenta um clima semiarido tropical e
normalmente tem duas estagdes: um muito seco e outro com chuvas irregulares (NIMER 1972,
CHIANG & KOUTAVAS 2004, LEAL et al., 2005; CALDAS et al., 2016).

A Caatinga é um dos dominios morfocliméaticos mais pobremente amostrado em relacao
a anurofauna (LEWINSSOHN; PRADO, 2002; ABRANTES et al., 2011), no qual sdo
conhecidas 48 espécies de anuros (RODRIGUES, 2003), porém com o elevado nimero de
novas espécies publicadas para o Brasil nos Gltimos dez anos, € possivel que este numero esteja
subestimado (SEGALLA et al., 2021). Para a Paraiba, o Gltimo trabalho relatou 19 espécies
tipicas da caatinga, 16 espécies de anuros para a regido do cariri paraibano (VIEIRA et al.,
2007) e 17 espécies para a regido do Curimatat Paraibano (ABRANTES et al., 2011). Estes
trabalhos demonstram a caréncia de estudos com amostragens representativas das comunidades
de anfibios em areas de Caatinga, e levando em conta o carater da cobertura geografica, existem
ainda importantes lacunas de conhecimento a serem preenchidas (RODRIGUES, 2003,
CHAVES, 2016).
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1.4. Biologia reprodutiva

A reproducdo é um componente da biologia das espécies que molda a morfologia dos
individuos, influencia comportamentos de predacéo, defesa, age sobre a escolha de habitats de
vida e atua sobre a fisiologia das espécies (LOFTS, 1964; HADDAD, 2005). Os anfibios sdo
os vertebrados de maior diversidade de modos de reproducdo (NUNES-DE-ALMEIDA et al.
2021). As estratégias reprodutivas dos anuros derivam da combinacdo de atributos
morfoldgicos, fisiolégicos e comportamentais, como 0 comprimento rostro-cloacal,
vocalizacBGes e 0 nimero de noites de participagdo no coro, que podem persuadir no sucesso
reprodutivo dos machos (HADDAD, 2005).

Grande parte dos estudos sobre a biologia reprodutiva dos anuros abordam os aspectos
comportamentais destes animais em seus ambientes e demonstram varios aspectos de selecdo
sexual em anfibios anuros abordando caracteristicas morfologicas e comportamentais, como o
comprimento rostro-cloacal, vocalizagcdo e 0 nimero de noites de participacdo no coro, no
sucesso reprodutivo dos machos (POMBAL et al., 1998; RODRIGUES et al., 2003; SILVA
FILHO et al., 2011; CALDAS, et al., 2016; TORRES-CERVANTES, 2019; GASPARI, 2019;
COSTA, 2019), sistemas de acasalamento dos anuros baseados nos sucessos de competicdo
entre macho nos coros reprodutivos (WELLS, 1977; ARAK, 1983; POMBAL et al., 1998) e
interacOes agressivas (HOWARD, 1978; WELLS, 1978; BRASILEIRO, 2020).

As estratégias de acasalamento em anfibios sdo determinadas principalmente pela
temperatura e precipitacdo (CHAVES et al., 2017; CALDAS et al, 2019). Desta forma, os
anuros apresentam dois padrées temporais de acasalamento (WELLS, 1977): Reproducgéo
explosiva, caracterizada por uma atividade reprodutiva em curto espaco de tempo ou
prolongada, caracterizada por atividades reprodutivas em um longo espaco temporal. Esses

padrdes determinam os modos reprodutivos em anuros (WELLS, 1977).

Os ciclos reprodutivos dos anuros foram explorados e classificados de acordo com a
soma dos padrdes comportamentais e as caracteristicas histologicas das génadas em: continuo,
potencialmente continuo e descontinuo (LOFTS, 1964). Os ciclos “descontinuos”, tipicos de
zonas climaticas temperadas, apresentam um discreto periodo de reprodu¢do com pronunciadas
mudancas no tamanho das gbnadas, producdo de gametas e estruturas sexuais acessorias.
Tipicos de regides tropicais, os ciclos “potencialmente continuo” e “continuo” sao
caracterizados pela producdo constante de gametas. No ciclo “potencialmente continuo” ocorre

uma interrupcao parcial da gametogénese (LOFTS, 1964).
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A caréncia de informac6es sobre padrdes reprodutivos no bioma Caatinga, dificultam a
criacdo de modelos bioldgicos. Atualmente sdo descritos padrdes reprodutivos da espécie
Leptodactylus mascrosternum (CHAVES, 2016). Caldas, 2016 retrata a biologia reprodutiva
de Pithecopus gonzagai para o Bioma Caatinga, evidenciando apenas comportamento
reprodutivo. Essas informagdes mostram que as informagdes ainda sdo escassas para outras
espécies. O conhecimento sobre a biologia reprodutiva pode trazer defini¢cbes de modelos
bioldgicos para contribuir diretamente para a tomada de decisdes quanto a conservagdo e o
manejo adequado das comunidades de anuros e seus habitats (SCHLAEPFER; GAVIN 2001;
ZUG; VITT; CALDWELL, 2001).

1.5. Reproducdo da espécie

A espécie P. gonzagai apresenta dimorfismo sexual, onde as fémeas sdo maiores que 0s
machos (CALDAS, 2016), este dimorfismo pode estar associado ao investimento energético
diferenciado na reproducao, devido a producdo dos ovos, 0 amadurecimento reprodutivo e o
crescimento (MOURA et al., 2011).

A P. gonzagai apresenta 0 modo reprodutivo de nimero 24 (HADDAD; PRADO, 2005:
NUNES-DE-ALMEIDA et al., 2021), no qual, os machos adultos escolnem o micro-habitat e
vocalizam em areas abertas, as margens de ambientes lénticos (principalmente lagoas)
(TOWNSEND, 1989) durante a estacdo chuvosa do ano, podendo variar ao longo de sua
distribuicdo (CALDAS, 2016). No entanto, as fémeas selecionam os machos para 0 amplexo,
em seguida ovopositam nas folhas sobre os corpos d'agua, de onde os girinos exotroficos
eclodem e caem na 4gua (CRUZ, 1982; HADDAD; PRADO, 2005; CALDAS, 2016).

Uma vez que a compreensdo da biologia reprodutiva deste animal nesses biomas, nos
fornecem informacdes que podem complementar o entendimento dos principios de estruturacdo
das comunidades de anuros em seus ecossistemas (BIONDA et al., 2011). De uma maneira
geral, estes principios de ecologia de comunidades sdo baseados em informagdes relativas a
dindmica de populacdes e de comunidades, que visam entender a distribuicdo de grupos de
espécies, suas relagcfes internas e com o meio, como as principais fontes de estruturacdo
(CHAVES et al., 2021)

1.6. Finalidades das gbnadas, figado e corpos gordurosos em anuros

Nos anuros, os testiculos se apresentam como 6rgéos pares, arredondados, compactos,
de coloracéo variando do esbranquicado ao amarelado (GOIN E GOIN, 1962; CHAVES, 2016)

podendo apresentar varia¢fes anatdmicas de forma e peso de acordo com o periodo reprodutivo
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(DUELLMAN; TRUEB, 1994), além de outras alteracdes morfofuncionais associadas a
sazonalidade da reproducdo (LOFTS, 1964). Estdo ligados diretamente aos ductos
arquinéfricos, que por sua vez abrem-se na cloaca transportando apenas o esperma, ou entéo
através de tabulos renais e destes aos ductos arquinéfricos e cloaca, transportando urina e
esperma, mantendo em ambos os casos uma estreita relacdo com o aparelho urinario (PARSON;
ROMER, 1985; HILDEBRAND, 1995).

A descricdo histologica dos testiculos dos anuros, evidenciam que a espermatogénese
se configura de forma cistica, na qual as células germinativas ocorrem em grupos organizados
e definidos (FERREIRA et al., 2009; LEIVAS et al., 2012; VILLAGRA et al., 2014; CHAVES
et al., 2016; ARAUJO et al., 2020). Ou seja, cada cisto possui células no mesmo estagio de
diferenciacdo e, no tabulo seminifero, podemos encontrar varios cistos em estagios diferentes
ou em estagios semelhantes, dependendo do tipo de ciclo reprodutivo de cada espécie (AKAT,
2020).

Os ovarios sdo estruturas saculares e lobuladas com um epitélio germinativo que a
confere uma capacidade ciclica para proliferacdo e diferenciacdo de grandes quantidades de
gametas (FRANCHI, 1962; LOFTS, 1964; CHAVES, 2016; CHAVES et al., 2021). As fémeas
préximas da oviposicdo apresentam ovarios aumentados e com intensa atividade vitelogénica,
com proporcional aumento do complexo foliculo-ovocitario (HERMOSILLA et al., 1986), o
peso do ovario e tamanho da desova tém correlacdo direta com o peso corporal, coincidindo

com as fases de atividade ovariana ao longo do ano (RASTOGI et al., 1983).

O figado é considerado o principal 6rgao responsavel pelo metabolismo, de modo que
estd em contato direto com poluentes oriundos do ambiente (BRAUNBECK; STORCH,;
BRESCH, 1990). Além disso, € um oOrgdo hematopoiético, auxiliando na formacdo e
degeneracdo de células presentes no sangue e, portanto, estd relacionado ao sistema
imunoldgico. E considerada a maior glandula mista dos vertebrados, responsavel por funcdes
como o0 acumulo de substéncias de reserva (BUCKE; WATERMANN; FEIST, 1984) e 13
processos de detoxificacdo, sendo responsdvel pela biotransformacdo de agentes nocivos
(FENOGLIO et al, 2005). Além disso, o figado é fundamental na manutencdo da homeostase
corporal (HILDEBRAND; GOSLOW, 2006).

Ja os corpos gordurosos em anuros desempenham o importante papel de depositos de
lipidios, tornando importante para sua sobrevivéncia e desempenhando o papel no metabolismo
de reserva de energia (SAIDAPUR, 2001; CHAVES, 2016). Em ambos os sexos, cada génada

estd associada a um corpo gorduroso, que € subdividido em varios lobos digitiformes que muitas
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vezes sdo pressionados contra os lados da cavidade pleuroperitoneal. Os nutrientes
armazenados nos corpos gordurosos sdo usados principalmente para nutrir 0s gametas em
desenvolvimento. O tamanho da gordura corporal portanto, varia muito com o estagio
reprodutivo (IULIIS, 2019).

1.7. Fator de condigéo corporal

A qualidade ou condicao corporal de um animal estima o estado nutricional e energético
do organismo e esta relacionada com sua condicdo fisioldgica, funcionando como um indicador
da saude do individuo (JAKOB et al., 1996; CHAVES, 2016). Este estado energético, assume
que individuos em melhor condicdo corporal possuem maiores reservas de energia (tecidos de
armazenamento) que individuos em piores condi¢es (JAKOB et al., 1996; SCHULTE-
HOSTEDDE et al., 2005). Estes indicadores podem refletir, também grande quantidade de
outros componentes da composicao corporal, como proteinas, dgua e tecido 0sseo, e ndo apenas
gordura (SCHULTE-HOSTEDDE et al., 2005).

O fitness de um individuo estad extremamente associado ao estado fisiologico, pois a
salde do organismo influencia no seu sucesso de forrageamento, habilidade de luta, fuga de
predadores, resisténcia a pressdes ambientais, taxa de parasitismo, investimento em caracteres
de display sexual, e capacidade reprodutiva (DOBSON; MICHENER, 1995; JAKOB et al.,
1996; CHAVES, 2016). O fitness ndo depende somente de caracteristicas intrinsecas do
individuo, pois fatores genéticos e ambientais podem afeta-las, ou seja, 0 estresse severo
ambiental ou genético pode alterar o estado fisioldgico de um individuo e, por consequéncia,
seu fitness (PARSONS, 1992). Sendo assim, a condic¢do corporal pode ser utilizada como uma
forma indireta de avaliar a qualidade ambiental do local onde o organismo vive (CHAVES,
2016).

O fator de condicdo descrito por Le Cren, 1951 é dado pela relagdo entre 0 peso e 0

comprimento do individuo, sendo expresso por:
K1 = Wt /Lt3 (fator de condi¢do de Fulton ou isométrico)
K2 = Wt /Lt b (fator de condicdo alométrico)

Onde: Wt = peso total, Lt = comprimento total (ou comprimento padrdo = Ls), b =

coeficiente angular da regressao entre Wt /Lt.

O fator de condicdo de Fulton pressupGe um incremento isométrico do peso como
funcdo do comprimento do individuo, independentemente da espécie em estudo, o que nédo é

verdadeiro. A analise de resultados de estudos sobre incremento em peso em fungdo do
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crescimento linear (aumento em comprimento), evidencia que o valor de "b" da relacdo Wt /Lt

apresenta variacGes dentro de uma faixa que varia entre 2,4 e 4,0 (CHAVES, 2016).

O indice gonadossomatico expressa a porcentagem que as génadas representam da
massa total do individuo, sendo um indicador eficiente do estado funcional dos ovérios
(CHAVES, 2016; AGOSTINHO et al, 2018). Outro indicador quantitativo que pode ser
utilizado é o indice gonadal (IG), que expressa a relacdo entre o peso das gonadas e o
comprimento total elevado a poténcia "b" (coeficiente angular da regressdo entre Wt /Lt) dos
individuos (VAZZOLER, 1981).

O indice hepatossomatico ocorre devido a passagem de material do figado para as
gbnadas na época de reproducdo (BARBIERI, 1995; BARBIERI et al., 1996; ARAUJO et al.,
2020) e seu indice quantifica o estoque de energia (glicogénio) (CYRINO et al., 2000)
disponivel no figado. A relacdo entre o glicogénio disponivel e sua passagem para as génadas
é influenciada pelo fitness e ciclo reprodutivo (BARBIERI et al., 1996; AGOSTINHO et al.,
2018) e pelo sexo (TVERANGER, 1985).

O indice lipossomatico esta relacionado com o estoque de lipideos e parecem promover
energia extra para o acimulo de vitelo nos ovos e posterior desenvolvimento embrionario, bem
como, podem prover a energia necessaria para o estabelecimento dos comportamentos
reprodutivos e espermatogénese nos machos (GALDINO et al., 2003). Embora este padrdo ndo
possa ser generalizado para todas as espécies tropicais (VITT, 1990), pode ser verdade para as
espécies tropicais de ambientes sazonais (ROCHA, 1992; WIEDERHECKER et al., 2002;
VAN SLUYS et al., 2002).
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Fator de condigo corporal e gametogénese de Pithecopus gonzagai (Anura,
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RESUMO: Esse estudo teve como objetivo descrever o padrdo reprodutivo de Pithecopus
gonzagai e suas relacdes com os parametros ambientais na Mata Atlantica — EET - PE e na
Caatinga — HFODB - PB. Os espécimes foram coletados mensalmente na EET, entre fevereiro
de 2018 a janeiro de 2019 e no HFODB, entre agosto de 2020 a julho de 2021. Em laboratério
os anuros foram eutanasiados, dissecados e tiveram suas gdnadas, figados e corpos gordurosos
removidos. Utilizamos os valores da massa corpdrea, das génadas, do figado e dos corpos
gordurosos e utilizados para os célculos do fator de condicdo (K1), indice gonadossomatico
(IGS), hepatossomatico (IHS) e lipossomatico (ILS) respectivamente. As gbnadas passaram por
um protocolo classico de histologia, inclusos em parafina, seccionados e corados em H/E. A
analise qualitativa das células reprodutivas foi procedida em microscopio convencional
acoplado a um sistema digital de imagens. Foram coletados 42 individuos adultos na EET e 64
no HFODB. As variaveis K1, IGS, IHS e ILS correlacionaram positivamente com a
precipitacdo para ambas populagfes. As células germinativas apresentaram relacdo
significativa com a umidade para as fémeas no HFODB. Néo foi observado relacéo significativa
entre a espermatogénese com 0s parametros ambientais em ambas populac¢des. Os processos de
crescimento e massa gonadal, dos figados e corpos gordurosos, bem como a espermatogénese
e gametogénese apresentaram uma relagdo positiva com a precipitacdo em suas respectivas
areas de estudo. Apesar de ndo haver relacdo estatistica significativa. Concluimos que a
atividade reprodutiva da espécie Pithecopus gonzagai esté classificada como potencialmente
continua.
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Palavras-chave: indice gonadossomatico; reproducdo; investimento energético. anuros: Ciclos
reprodutivos

ABSTRAT: This study aimed to describe the reproductive pattern of Pithecopus gonzagai and
its relationships with environmental parameters in the Atlantic Forest - EET - PE and in the
Caatinga - HFODB - PB. Specimens were collected monthly at EET from February 2018 to
January 2019 and at HFODB from August 2020 to July 2021. In the laboratory, the anurans
were euthanized, dissected and had their gonads, livers and fat bodies removed. We used the
values of body mass, gonads, liver and fat bodies and used them to calculate the condition factor
(K1), gonadosomatic index (GSI), hepatosomatic index (HSI) and liposomatic index (LSI)
respectively. The gonads underwent a classical histology protocol, paraffin embedded,
sectioned and stained in H/E. Qualitative analysis of the reproductive cells was performed on a
conventional microscope coupled to a digital imaging system. Forty-two adult individuals were
collected in the TSE and 64 in the HFODB. The variables K1, IGS, IHS and ILS correlated
positively with precipitation for both populations. Germ cells showed significant relationship
with humidity for females at HFODB. No significant relationship was observed between
spermatogenesis with environmental parameters in both populations. The processes of gonadal
growth and mass, of livers and fat bodies, as well as spermatogenesis and gametogenesis
showed a positive relationship with precipitation in their respective study areas. Although there
was no statistically significant relationship. We conclude that the reproductive activity of the
species Pithecopus gonzagai is classified as potentially continuous.

Keywords: gonadosomatic index; reproduction; energy investment. anurans: Reproductive
cycles
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INTRODUCAO

Um dos fatores chave que determinam o sucesso da dispersdo dos vertebrados € a
capacidade de adaptar suas morfofisiologia e os ciclos reprodutivos ao ambiente em que
vivem (Haddad and Prado, 2005). O controle dos ciclos reprodutivos requer que 0s
organismos sejam capazes de detectar e responder as mudancas ambientais, ajustando 0s
parametros morfofisiol6gicos de acordo com as condi¢fes necessarias (Callard et al., 1978) e
desenvolvendo diferentes estratégias que sdo melhores adaptadas as condi¢bes ambientais
vividas (Tinkle and Dunham 1986)

O controle dos ciclos reprodutivos em anuros pode ser mediado pela interagdo entre 0s
ritmos endogenos do animal e a influéncia de fatores ambientais (Sasso-Cerri et al., 2004).
Sendo assim, em areas abertas as condi¢des fisicas do ambiente como temperatura e a
precipitacdo sdo os principais fatores influenciadores dos padrdes reprodutivos desses animais
(Cardoso and Martins, 1987). Os diferentes regimes hidricos encontrados nos biomas
Caatinga e da Mata Atlantica podem fornecer boas condicGes para estudos sobre a influéncia
do ambiente nas caracteristicas e estratégias bioldgicas usando por populages distintas de
anuros da mesma espécie (Caldas et al., 2016).

A relacdo entre o peso de uma estrutura por determinada dimenséo corpdrea é um
parametro que também pode ser empregado na determinacdo de alteracbes morfoldgicas
ontogeneéticas, fornecendo importantes informagdes sobre o estado reprodutivo e ou
nutricional de individuos em uma populacdo (Satake et al., 2009). desta forma, a utilizacdo do
fator de condicdo vem sendo explorada em estudos de biologia animal, indicando as taxas de
reserva energética e de crescimento de uma populacdo frente ao ambiente (Vazzoler, 1982;
Gomiero, 2003).

Os estudos que objetivam descrever a biologia reprodutiva dos anuros, retratam apenas
aspectos comportamentais desses animais em seus ambientes (Chaves et al., 2017). Varios
aspectos de selecdo sexual abordam caracteristicas morfologicas e comportamentais
(Woodward, 1986; Ryan, 1985; Pombal et al., 1998). Trabalhos que objetivam caracterizar
histologicamente as gdnadas em anuros ainda sdo escassos e recentes. Um dos poucos
trabalhos realizados no qual o objetivo foi caracterizar as gdnadas de Leptodactylus
macrosternum (Miranda-Ribeiro, 1926) em uma area de caatinga (Chaves, 2016; Chaves et
al., 2017; Chaves et al., 2021).

A espécie modelo desse estudo foi a Pithecopus gonzagai (Andrade et al., 2020),
pertencente a familia Phyllomedusidae, esté distribuida ao norte do rio Sdo Francisco em
quatro estados do nordeste (Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco e Alagoas) (Andrade
et al, 2020). Apresentando os maiores valores de ocorréncia nas areas florestais da mata
atlantica e caatinga (Silva et al, 2020). A biologia reprodutiva da espécie P. gonzagai foi
descrita para a Caatinga e Mata Atlantica por Caldas et al., (2016), as informacdes estéo
limitadas ao periodo de canto e comportamento reprodutivos.

Tendo em vista a escassez de estudos sobre a histologia das gonadas e indices de
crescimento corporal em anuros, a hipdtese desse estudo foi testar se as variagdes estacionais
podem influenciar a dindmica reprodutiva da espécie P. gonzagai em suas respectivas areas

27



106
107
108
109

110

111
112
113
114
115
116
117

118
119
120
121
122
123
124
125

126
127
128
129
130
131
132

133
134
135
136
137
138
139
140
141
142

143
144
145
146

de ocorréncia. Sendo assim, as informacdes nesse estudo buscaram descrever a
espermatogénese, gametogénese e indices de crescimento corporal de P. gonzagai e suas
relacdes com os parametros ambientais (temperatura, pluviosidade e umidade) em duas areas
de no nordeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS

area de estudo — O estudo foi realizado na Estacdo Ecoldgica do Tapacura (EET) (figura 1),
no fragmento de floresta atlantica semidecidual na unidade de conservacgéo protecéo integral
do alto da buchada, no municipio de S&o Lourenco da Mata, Pernambuco (08°03's, 35°1'w),
200 m acima nivel do mar. de acordo com dados historicos de precipita¢cdo, o maior volume
de chuvas na regiéo ocorre de Margo a Agosto e a mais baixa entre Setembro e Fevereiro
(quando, as vezes, lagoas temporarias), com uma precipitacdo média anual de 1411,8 mm.
(Moura et al., 2011; Araujo, 2020).

E no Horto Florestal Olho D’agua da Bica (HFODB) (figura 1), no municipio de
Cuité, Paraiba (06°49'20 s, 36°15'85'w), 667 m acima do nivel do mar. a area faz parte da
mesorregido do agreste paraibano e na microrregido do curimatad ocidental, € composta por
lagoas permanentes e temporarias. (Abrantes et al., 2011). apresenta clima quente e seco, com
temperatura oscilando entre 17° e 28°c, pluviosidade média mensal de 76,35 mm e umidade
relativa em torno de 70%. possui uma hidrografia peculiar, com rios efémeros, acude e fontes
d’agua naturais. a regido ¢ composta de 70 hectares de caatinga arbdrea e arbustiva.
(Abrantes et al., 2011; Chaves, 2016).

Os animais referentes a EET foram adquiridos atraveés do acervo da Colecdo Cientifica
Herpetoldgica e Paleoherpetoldgica do Laboratério de Estudos Herpetolégicos e
Paleoherpetoldgicos da UFRPE (CHP/LEHP — UFRPE), no qual as coletas foram realizadas
entre o periodo de fevereiro de 2018 a janeiro de 2019. Para o HFODB, foram realizadas
expedicdes noturnas mensais com buscas auditivas e visuais entre 0s meses de agosto de 2020
a agosto de 2021. Com o objetivo de coletar 3 machos e 3 fémeas adultos e reprodutivamente
ativos. Este trabalho conta com a autorizacdo para atividades do SISBIO de nimero 75529-1.

Laboratério - Os espécimes capturados foram levados para o Laboratério de Biologia de
Anuros (LABAN - UFCG), Campus Cuité - PB, os quais foram eutanasiados através de
hiperdosagem de anestésico (lidocaina 5%), tiveram o Comprimento Rostro Cloacal (CRC)
medidos com o auxilio de paquimetro digital (0,01 mm) e pesados com balanca de precisdo
0,000g, Com a utilizacdo de materiais cirargicos oftalmoldgicos foram removidas as gbnadas
(testiculos e ovarios), figados e corpos gordurosos, onde foram medidos com paquimetro
digital (0,01 mm) e pesados com balanca analitica (0,001), em seguida preparadas para
analises posteriores. Os espécimes entdo foram fixados em formaldeido a 10%,
posteriormente transferidos para alcool a 70% e depositados na Colecdo Herpetoldgica do
LABAN — UFCG.

Analise morfoldgicas e fator de condicéo - Para ser realizado o célculo do fator de condicéo e
indices de desenvolvimento corporal, foi utilizado o método alométrico, a partir da expressao

K1 =w/Lb, onde W representa a massa total e L o comprimento do individuo. Para estimar o
valor do coeficiente b, uma equacéo entre a relacdo peso-comprimento foi definida (W = aLb)
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e aplicado a todos os individuos coletados. Os valores de peso corporal (WT), peso das
gbnadas (WG), peso do figado (WL) e peso dos corpos gordurosos (WFB) foram utilizados
para os calculos gonadossomatico [IGS=WG(100)/WT], Hepatossomatico
[ITHS=WH(100)/WT] e lipossomatico [ILS=(100)/WT] (Vazzoler, 1982).

Preparacdo das laminas e andlise estereoldgica das células - As gbnadas foram submetidas a
um protocolo histologico de desidratacéo, diafanizacao e inclusdo em parafina (Brancoft and
Gamble, 2008). Seccionados no microtomo a 5,0 um e corados em Hematoxilina ¢ Eosina
(Robinson and Gray, 1990). Os tipos celulares foram identificados de acordo com trabalhos
descritos por Hermosilla et al (1983); Oliveira et al (2003a; 2003b) e Chaves et al (2016;
2021). A analise qualitativa foi obtida através de um microscépio convencional, trinocular e
de bancada, acoplado a um sistema digital de aquisi¢do de imagens com objetiva de 4x e 40x
(cAmera ERC 5s e Axiovision 6.3, Carl Zeiss, Jena, Alemanha - UFES), no qual foi adquirido
10 campos focais diferentes de cada lamina por espécime.

A andlise estereoldgica das células espermatogénicas seguiu 0s preceitos de Mandarin-
de-Lacerda (1991) e Weibel (1979). Onde foi calculado a densidade de volume (Vv) e das
células finais da espermatogénese: espermatides | (Esp 1), espermatides Il (Esp II) e
espermatozoides (Z). Para quantificar a densidade de perfis (QA, Esp I, Esp Il e Z) foram
contados campos em uma Area Teste (AT) com 0,044 mm? para cada animal. O resultado
final (mm2) foi adquirido apds a utilizacdo da média para cada perfil e aplicacdo da formula:
QA = Xperfis/AT (Mandarim-de-Lacerda, 1991).

O célculo da amostra foi realizado com utilizacdo da férmula de Hally (1964) e
devidamente corrigida para o resultado que represente os preceitos estereoldgicos (Mandarim-
de-Lacerda, 1991). A quantificacdo para os tipos de odcitos foi obtida pelo método da
densidade populacional em uma &rea teste de 88mm2 (Axiovision 6.3, Carl Zeiss, Jena,
Alemanha - UFES). Os tipos de células foram identificados de acordo com trabalhos
anteriores (Chaves et al., 2021).

Parametros Ambientais - Os dados mensais pluviométricos (mm) foram adquiridos através do
banco de dados da Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima — APAC e do Centro de
Agéncia Executivo de Gestdo de Aguas do Estado da Paraiba (AESA). Ja para os dados de
temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%), foram adquiridos por meio de Termo
Higrémetro nas areas que os animais foram coletados em cada expedi¢do mensal.

Analise dos dados — Para satisfazer os pressupostos de normalidade (Zar, 1999) as frequéncias
mensais de K1, IGS, IHS, ILS, Espl, Esp I, Z, Og, Ovl, Ov II, Ov |1l e Ov IV foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk e comparadas através de uma correlagdo de Spearman ao
longo dos meses de amostragem.

Os valores da densidade das células da linhagem reprodutiva e dos oogénios foram
verificados entre os meses atraves do teste Kruskal-Wallis. A dependéncia entre as variaveis
climéticas (pluviosidade, temperatura e umidade), a densidade populacional das células da
linhagem reprodutiva e oogdnios foram verificadas por meio do teste de Regressao Linear
Simples. Foi considerado p<0,05 como referéncia para se atribuir significancia estatistica,
sendo todas as analises baseadas em Zar (1999).
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RESULTADOS
Mata atlantica

Um total de 42 individuos adultos de P. gonzagai, foram coletados na EET (27
machos e 14 fémeas). Nos meses de novembro/18 e dezembro/18 néo foram avistados
exemplares.

O tamanho corporal (CRC) dos machos variou entre 25mm + 40.5mm, no qual o
maior foi coletado em maio/18: 40.5mm. E o menor foi em abril/18: 25mm. Para as femeas, a
variagédo foi de 28.82mm £ 41.41mm, onde a menor fémea coletada foi em junho/18:
28.82mm e a maior fémea: 41.41mm sendo coletada em junho/18. A relagao entre o peso total
e comprimento rostro cloacal da populagdo da amostrada com o valor do coeficiente angular
da regressdo para as fémeas de 0,06 e machos de 0,10 (Figura 2)

Né&o foram observadas variacgdes significativas (p>0,05) entre os valores no fator de
condigdo (K1), Indice Gonadossomatico (IGS), indice Hepatossomatico (IHS) e indice
Lipossomatico (ILS) para os machos dispostos ao longo dos meses de coletas. Os valores do
K apresentaram o maior valor no més de junho/18, com decréscimo no més de julho/18 e um
leve aumento nos meses seguintes.

O IGS apresentou 0 menor valor no més de fevereiro/18 com aumento significativo
nos meses de marco, abril e maio/18 para a EET. Para o IHS foi observado os maiores valores
entre 0s meses de margo, maio e junho/18, obtendo menores valores nos meses de
fevereiro/18 e janeiro/19. No ILS foi observado o maior valor no més de janeiro/19 e o menor
valor em junho/18 na EET. De acordo com o teste de correlacdo de Spearman, o K1
apresentou relacéo significativa com a variavel IHS durante o periodo de coleta, para 0s
machos da EET (Spearmanmachos: r = -0.59; p = 0.01).

As variaveis K1, IGS, IHS e ILS para os machos correlacionaram positivamente com
0s parametros ambientais. Contudo, para ambas as populacdes essas correlagdes ndo
apresentaram significancia estatistica (p>0,05) (tabela 1).

Os valores mensais das densidades das espermatides primaria (Esp 1), espermatides
secundaria (Esp 1) e espermatozoides (Z) apresentaram variac¢des significativas (p<0,05,
KRUSKAL-WALLIS) para a EET. As densidades das Esp | foram significativamente maiores
entre os meses de fevereiro, abril e julho/18, e significantemente menores para 0s meses de
marco, agosto e outubro/18. Ja para as Esp 11, as densidades foram maiores entre 0os meses de
abril e maio/18, e menores entre os meses de julho e agosto/18. Para as densidades de Z, os
valores significativos maiores foram de marco a maio/18 (tabela 1).

As variaveis Esp I, Esp 1l e Z correlacionaram positivamente com 0s parametros
ambientais, houve relacéo significativa entre a pluviometria e a densidade Esp 11 (r=0.66;
p=0,03), enquanto a Esp | e Z ndo apresentaram nenhuma relacéo significativa.

Com relacgéo as fémeas de P. gonzagai, ndo foram observadas variagdes significativas
(p>0,05). O K1 dispostos ao longo dos periodos de coletas, observou-se um maior pico no
més de junho/18 e decréscimo em julho/18. Em relacéo ao IGS, na EET o maior valor
apresentado foi em marco/18 e o menor valor em junho/18 O indice IHS teve o maior valor
em marco/18 e o menor valor em julho/18. O ILS teve o maior valor apresentado em maio/18
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e 0s menores valores entre junho a agosto/18. Os indices de crescimento corporal K1, IGS
IHS e ILS correlacionaram positivamente com os parametros ambientais em ambas as areas
de estudo, contudo apenas o ILS apresentou significancia estatistica (r=0,78; p<0,03) com a
pluviometria (tabela 2).

A analise histoldgica dos ovarios apresentou todos o0s tipos celulares que constituem a
gametogénese para a populacdo. As fémeas gravidas se apresentaram entre 0s meses de margo
a junho/18. Coincidindo no periodo chuvoso para ambas as areas de estudo. Os valores
mensais das densidades das ovogonias (Og), ovocito | (Ov 1), ovacito 11 (Ov 1), ovdcito 111
(Ov 1) e ovocito 1V (Ov 1V) ndo apresentaram variagdes significativas (p<0,05, KRUSKAL-
WALLIS).

Caatinga

Foram coletados um total de 64 individuos adultos (38 machos e 26 fémeas). Em
novembro/20 ndo foram avistados exemplares no HFODB.

O CRC dos machos variou entre 26.1mm £ 39.8mm, onde 0 maior macho coletado foi
em maio/21: 39.8mm, enquanto o menor foi coletado em agosto/20: 26.1mm. Para as fémeas,
0 CRC variou entre 34.1mm = 44.6mm, a menor coletada foi em abril/21: 34.1 mm e a maior
foi coletada em abril/21 44.6 mm. A relacdo entre o peso total e comprimento rostro cloacal
da populagdo amostrada com o valor do coeficiente angular da regressdo com o valor de 0,14
para as femeas e 0,11 para os machos (Figura 3).

Né&o foram observadas variagdes significativas (p>0,05) entre os valores no fator de
condigdo (K1), indice Gonadossomatico (IGS), indice Hepatossomatico (IHS) e indice
Lipossomatico (ILS) para os machos dispostos ao longo dos meses de coletas. Os valores do
K1 apresentaram o maior valor apresentado foi em outubro/20 e 0 menor em fevereiro/21.

O IGS apresentou os maiores valores foram encontrados em agosto e setembro/20,
com o menor valor em julho/21. Para o IHS o maior valor foi em agosto/20 e 0s menores
foram nos meses de dezembro/20 e janeiro/21. No ILS foi observado o maior valor em
dezembro/20 e os menores valores foram nos meses de marco e abril/20. De acordo com o
teste de correlagdo de Spearman, o K1 apresentou relagéo significativa com o ILS
(Spearmanmachos: r = -0.31; p = 0.05).

As variaveis K1, IGS, IHS e ILS correlacionaram positivamente com os parametros
ambientais. Contudo, essas correlacdes nao apresentaram significancia estatistica (p>0,05)
(tabela 1).

A andlise histoldgica dos testiculos (figura 4) revela as células em todos os estagios de
desenvolvimento, se apresentando como agrupamentos em forma de cistos, desde as células
iniciais (espermatogodnias) até as finais (espermatozoides) da espermatogénese.

Os valores mensais das densidades das células, ndo apresentaram variacGes
significativas (p<0,05, KRUSKAL-WALLIS). Contudo, a densidade das Esp | foi maior entre
0s meses de maio e junho/21 e relativamente menores entre meses de fevereiro a margo/21.
Para as Esp I, apresentou o maior valor em abril/21 e 0 menor valor em dezembro/20. A
densidade dos Z, apresentou o maior valor significativo no més de abril/21, com decréscimo
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em maio e junho/21, os menores valores apresentados foram entre os meses de agosto/20 a
janeiro/21 (tabela 1).

As variaveis Esp I, Esp 1l e Z correlacionaram positivamente com os parametros
ambientais, no entanto nenhuma variavel foi significativa entre os parametros ambientais
(tabela 1).

Com relacgéo as fémeas de P. gonzagai, ndo foram observadas variagdes significativas
(p>0,05). O K1 apresentou o maior valor em dezembro/20 e o menor valor em fevereiro/21.
Em relagdo ao I1GS, o maior valor foi em maio/21 e o menor valor em junho/21. O indice IHS
o maior valor apresentado foi setembro/20 e 0 menor em fevereiro/21. Os indices de
crescimento corporal K1, IGS IHS e ILS correlacionaram positivamente com 0s parametros
ambientais na area de estudo.

A andlise histoldgica dos ovarios apresentou todos os tipos celulares que constituem a
gametogénese. As fémeas gravidas se apresentaram entre 0s meses de marco a julho/21.
Coincidindo no periodo chuvoso para a area de estudo. Os valores mensais das densidades das
ovogonias (0Og), ovacito | (Ov 1), ovacito 11 (Ov 1), ovocito 1 (Ov I11) e ovocito 1V (Ov V)
néo apresentaram variagdes significativas (p<0,05, KRUSKAL-WALLIS). Contudo, a
densidade das Ov | foi maior no més de junho/18 e relativamente menor entre meses de abril e
maio/18. Para as Ov Il, apresentou 0 maior valor em abril/21 e o menor valor em
dezembro/20.
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DISCUSSAO

A populacéo de P. gonzagai da EET aqui estudada, apresenta o coeficiente angular de
regressdo (b) entre peso e comprimento de 0,10 para 0os machos e 0.06 para as fémeas (figura
2). Ja para os exemplares do HFODB, o b apresentou os valores de 0,11 para os machos e
0,14 (figura 3). Os exemplares obtiveram um aumento de massa corporal desproporcional em
relacdo ao comprimento. Portanto, quando o valor de b € menor que 2.5, o crescimento é
alométrico negativo, ou seja, 0 incremento maior se da na massa (Vazzoler, 1996; Araujo et
al., 2011). A relagdo peso-comprimento W=aLb é fundamental para o estudo do ciclo de vida,
frequentemente utilizada em compara¢6es morfométrica entre populacdes.

A relacdo massa-comprimento (K1) é util para determinar a massa e a biomassa,
quando apenas as medidas de comprimento sdo avaliadas, indicando condigOes e permitindo
comparacg0es entre o crescimento de diferentes espécies (Santos, 1978; Jobling, 2002;
Tavares-Dias et al., 2006, 2008),

Analisando os valores médios do IGS na EET observou-se um aumento nos indices
entre os meses de abril a junho, ocorrendo uma grande queda a partir do més de agosto. Com
relacdo a populagcdo do HFODB, o IGS apresentou seu pico entre os meses de marco a junho,
com decréscimo nos meses seguintes. Esses picos no tamanho gonadal evidencia que pode
haver influencia desse fator extrinseco no tamanho e peso gonadal e a atividade reprodutiva
apesar que nesse estudo, os fatores ambientais ndo apresentaram valores significativos.

O IHS apresentou correlacéo significativa com o K1 em ambas populagdes,
demonstrando que estas variaveis podem apresentar associagdo significativa entre elas e pela
mobilizacao das reservas energéticas necessarias para a reproducao e escassez alimentar
(Navarro et al., 2005). Sendo assim, o figado pode esté diretamente relacionado com o
periodo reprodutivos dos anuros.

O ILS também esta correlacionado com o K1 em ambos os sexos na Caatinga. O
tecido adiposo em anuros, sdo importantes depositos de lipideos que auxiliam no metabolismo
e reserva energética (Saidapur, 2001). Em locais que apresentam chuvas irregulares ou
periodos quentes, a reserva lipidica precisa ser bem distribuida entre os gastos na reproducéo
e reservas (Duellman and Trueb, 1999). O ILS teve uma relagdo significativa com a
pluviosidade para as fémeas na mata atlantica, isso pode estar relacionado com o gasto
energético durante o periodo de maturacao dos 6vulos.

Em relacdo as analises histoldgicas dos testiculos para ambas as populacdes. A
espermatogénese desses animais de forma geral é cistica com organizagdo celular sempre em
um mesmo estagio de diferenciagdo (Lofts, 1974). No entanto, essa organizacao dos cistos
pode variar entre diferentes familias e de acordo com o ambiente mais instavel ou com
frequentes estresses hidricos (Ferreira et al., 2009; Chaves, 2016, 2017). A caracterizagao
histologica dos testiculos apresenta caracteristica celular variado, com tamanho do I6culo
seminifero em diferentes formas e o padréo das células germinativas desorganizadas.

Os individuos de P gonzagai em ambas as populacdes demonstraram um padréo de
organizacao e espermatogénese semelhantes as especies (familia Phyllomedusidae)
Pithecopus azureus, Phyllomedusa sauvagii, Phyllomedusa boliviana (Alcaide et al., 2020)
Esses caracteristicas descritas podem estar relacionadas ao modo de deposi¢do de espécies
que implicam em diferentes condigfes ambientais, com reproducéo arborea, alteracdes no
desenvolvimento da espermatogénese em condi¢des ambientais adversas (Alcaide et al.,
2020). Essas caracteristicas também séo encontradas em espécies da familia Hylidae e
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338  Leptodactylidae (Ferreira et al., 2009), D. minutus (Santos and Oliveira, 2007) e L.
339  macrosternum (Chaves et al., 2017).

340 No que se trata das correlacGes dos valores das densidades de Esp I, Esp Il e Z com as
341  variaveis ambientais, houve apenas uma relacao significativa positiva da Esp Il com a

342  Pluviosidade na Mata atlantica. Autores retratam que para a maioria das espécies neotropicais,
343 o periodo de chuva é um dos importantes fatores para a reproducédo (Toledo et al., 2003;

344  Rodrigues et al., 2007; Filho, 2011).

345 Ja& na populacéo da Caatinga, as chuvas sdo irregulares e quando chega o periodo
346  chuvoso, a temperatura baixa. Essa mudanca repentina de temperatura, pode influenciar na
347  espermatogénese em anuros de regides semiaridas (Chaves et al., 2017).

348 Tanto para Mata atlantica quanto para a Caatinga, ouve um nivel baixo de chuva e

349  aumento da temperatura. Nesse periodo supracitado ndo foi encontrado exemplares de machos
350 de P. gonzagai, novembro e dezembro para EET e novembro para o HFODB. Apresentando
351  uma constante producdo espermatogénica e uma rapida maturacdo das células germinativas.
352  Essas caracteristicas mostram que seu padrdo reprodutivo é prolongado e explosivo (Loffts,
353  1974; Wells, 1977; Prado et al., 2005). Havendo uma interrupcao parcial da gametogénese.

354 Em relacdo aos ovarios das femeas de P. gonzagai, a descricao histologica foi

355  semelhante a HERMOSILLA et al., 1983. E aos trabalhos com L. labyrinthicus (Prado et al.,
356  2017), S. fuscovaria (Oliveira and Santos, 2004), L. macrosternum (Chaves et al., 2021).

357  Essas caracteristicas s@o similares e conservacionistas em anuros. Chaves (2016) retrata que
358  apesar dessas espécies serem diferentes e filogeneticamente distantes, mostram-se que séo
359  similares em relacdo a identificacdo e caracterizacao celular dos ovarios.

360 Nesse estudo, as fémeas gravidas foram observadas no periodo chuvoso em ambas as
361  éareas de estudo. Na Caatinga, foi observado baixos niveis de chuva e altas temperaturas

362  durante o periodo seco, esse fator pode justificar a auséncia das fémeas nesse periodo. Visto
363  que a ocorréncia e a atividade reprodutiva de grande parte dos anuros de area de semiarido
364  estdo associadas a presenca de chuva, determinando o padrdo de distribuicdo dos Anuros
365  (Prado et al., 2000; Chaves, 2016). Sendo assim, a concentragdo das médias ovocitarios em
366  estagio avangado, se deram no periodo chuvoso de ambas as areas de estudo.

367 A correlacéo das densidades das células com as variaveis, mostrou que na EET, a

368  pluviosidade tem relagéo significativa com o Ov I. Enquanto que no HFODB, a pluviosidade
369  tem relacdo com o OV Il. A umidade influencia no Ov I e Ov IV, a temperatura influencia no
370  Ov IV. Isso mostra que a variacdo das medias mensais dessas variaveis independentes,

371 confirma que em &reas de Caatinga, essas variacdes sdo determinantes na atividade

372 reprodutiva desses animais, determinando entdo a época mais favoravel do ano em que esses

373  animais se mantem ativos.

374 Portanto, nas areas em que esse estudo foi realizado. Os processos de crescimento e
375  peso gonadal, peso dos figados e corpos gordurosos, bem como a espermatogénese e

376  gametogénese. Apresentaram uma relacdo positiva com a precipitacdo em suas respectivas
377  éareas de estudo. Apesar de ndo haver relacdo estatistica significativa. Concluimos que a

378  atividade reprodutiva da espécie Pithecopus gonzagai esta classificada como “potencialmente
379  continua”. No entanto, no que se diz sobre a gametogénese, no periodo amostrado foi entre
380  margo e junho.
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Tabela 1: Relagéo entre as varidveis: K1 = fato de condicdo; IGS = indice gonadossomatico; IHS = indice
hepatossomatico; IHL = indice lipossomatico; Sptl = espermatide primaria; espermétide secundéaria = Spt2 e
Z = espermatozoide com as condi¢des climéaticas dos machos da Estacdo Ecoldgica do Tapacura — PE (Mata
atlantica) e no Horto Florestal Olho D’agua da Bica — PB (Caatinga). (Legenda: * diferenca estatistica
significante — p< 0.05)

MATA ATLANTICA CAATINGA

Pluviosidade  Temperatura Umidade Pluviosidade = Temperatura Umidade

r Y r p r p r p r p r Y
K1 033 034 041 023 033 034 014 066 025 044 015 0.65
IGS 046 017 003 091 056 0.08 - 099 031 035 014 065
IHS 037 028 001 09% 045 018 001 09 047 014 050 011
ILS 036 029 041 022 03 030 012 070 028 040 030 0.35
Espl 019 059 006 08 033 034 049 011 023 050 006 0.3
EspIl 066 0.03* 001 097 046 017 018 059 040 021 002 017
4 003 091 001 09 021 056 050 011 030 064 021 0.56




Tabela 2: Relacéo entre as variaveis: K1 = fato de condi¢do; IGS = indice gonadossomatico; IHS = indice
hepatossomatico; IHL = indice lipossomatico; Og = oogonia; Ov | = ovécito primario; Ov Il = ovocito

secundario; Ov Il = ovdcito terciario e Ov IV = ovicito quaternario com as condigdes climéticas das fémeas
da Estacéo Ecoldgica do Tapacura — PE (Mata atlantica) e Horto Florestal Olho D’agua da Bica — PB

(Caatinga). (Legenda: * diferenca estatistica significante — p< 0.05)

MATA ATLANTICA CAATINGA
Pluviosidade = Temperatura Umidade Pluviosidade = Temperatura Umidade
r p r p r p r p r P r p
K1 0.14 0.76 0.01 0.14 0.45 0.30 0.22 0.52 0.16 0.64 0.07 0.84
IGS 0.18 0.68 0.20 0.65 0.31 0.49 0.16 0.64 0.26 0.45 0.18 0.60
IHS 0.14 0.74 0.43 0.32 - 0.98 0.45 0.18 0.49 0.15 0.24 0.50
ILS 0.78 0.03* 0.01 0.98 0.13 0.77 0.18 0.60 0.42 0.21 0.04 0.90
Og 0.14 0.72 0.34 0.39 0.21 0.60 0.03 0.92 0.42 0.22 0.54 0.10
Ovl 008 084 0005 099 082 0.01* 053 011 028 042 0.76 0.01*
Ovil 013 0.74 0.05 0.89 0.44 0.29 0.67 0.03* 0.38 0.27 0.48 0.15
Ovill 042 029 008 084 003 093 053 010 038 026 0.62 0.05*
Oviv 013 0.74 0.16 0.70 0.15 0.71 0.49 0.14 0.65 0.03* 0.36 0.30
Tabela 3: Valores mensais da densidade das células sexuais de individuos machos. Sptl = espermaétide
primario; Spt2 = espermétide secundério e Z = espermatozoide da Estacdo Ecoldgica do Tapacura — PE (Mata
atlantica) e Horto Florestal Olho D’agua da Bica — PB (Caatinga).
MATA ATLANTICA CAATINGA
Meses/ano Esp | Esp Il Z Merfgs/a Esp | Esp 1l Z
Fev/18 6167266?11 12112%_‘;1 3594796 Ago/20 1555+137.4 127+121.9 66+ 93.7
Marg  2oL0%  ALI3E SIDOE a0 36.4+1159 1188+168 oo -
Abriig o OdE BS8E oua0  922+1287 183+1852  65+1218
Mai/l8 446380  Oo0nLT 73090  Dez/20 227.3%1784 108%11L7 14+20.1
Jun/18 455+415 6428+114 422&';51 Jan/21 45 + 8.7 306 +96.1 60 £ 59.9
Jul/18 663.63 443 96.5 Fev/21 64 +17.7 314 +321.7 233%166.2
Ago/18  251.9+40 4%18'_311“ 3?2'25_311“ Mar/2l  94+584  383+246.9 130+192.8
sevi8 ‘0T 663x956 S0 Abri2l  408%72  6L7£1667  orit
ouw1s8 297 92761286 4355+286 Mail2l 200£1509 227 +164 357+ 268.1

52.3



488.7 355.0 +
Jan/19 1374 849.8 + 108 777 Jun/21 69.8 + 32 316 +350.4 413 +2374

- - - - Jul/21 69 +85.1 286 + 315.7 275+ 300.2

Tabela 4: Valores mensais da densidade das células sexuais de individuos fémeas da espécie. Og = oogonig;
Ov | = ovocito primério; Ov Il = ovdcito secundario; Ov Il = ovdcito terciario e Ov IV = ovdcito Estacéo
Ecologica do Tapacura — PE (Mata atléntica) e Horto Florestal Olho D’agua da Bica — PB (Caatinga).
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Figura 4: Média mensal das variaveis ambientais (pluviosidade, temperatura e umidade) na Estacao
Ecoldgica do Tapacura - PE, de fevereiro de 2018 a janeiro de 2019.
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Figura 5: Média mensal das variaveis ambientais (pluviosidade, temperatura e umidade) no Horto Florestal
Olho D’agua da Bica - PB, de agosto de 2020 a julho de 2021.
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Figura 6: Cortes histol6gicos corados em hematoxilina e eosina dos testiculos de Pithecopus gonzagai
coletados na Estagdo Ecoldgica do Tapacura - PE e no Horto Florestal Olho D’agua da Bica - PB. A: Epd =
epididimo; Corte B: 40x, Z = espermatozoide; Corte C: 40x, Est = espermatécito Corte D: 40x, Esp | =
espermatide primaria, Sp 11 = espermatide secundaria; * Area locular.



3. CONSIDERACOES FINAIS

A especie Pithecopus gonzagai apresentou produgdo espermatogenica constante e rapida
maturacdo das células germinativas. A densidade ovocitaria demonstrou uma relacdo significativa
com o periodo de chuva em ambos locais de amostragem. Durante o periodo em que 0s animais
ndo foram encontrados, o regime de chuva foi baixo e as areas apresentaram seca, com quase
nenhum corpo d'agua visivel. Esse periodo de seca ndo proporcionou uma disponibilidade de
microhabitats adequada para esta espécie em ambos os biomas, corroborando a importancia das

chuvas para a populacéo estudada.

Devido as suas caracteristicas, essa espécie pode atuar como um importante modelo
bioldgico a ser usado para testar a hipotese que a chuva pode influenciar na dinamica reprodutiva
em areas de Caatinga e Mata Atlantica. Portanto, de acordo com as obeservacdes no processo de
maturacdo dos gametas, variacdo no valores de crescimento corporal e suas relagdes com as
variaveis ambientais nas areas estudadas, a espécie P. gonzagai apresenta constante atividade
reprodutiva com interrupgdes nos periodos de seca, sendo assim pode-se afirmar que a espécie

apresenta um ciclo reprodutivo do tipo potencialmente continuo.



4. ANEXOS

CHP-UFRPE: 4912; 4913, 4914, 4915; 4916; 4996; 4997; 4998; 4999; 5000; 5001; 5002;5003
5004; 5005; 5006; 6034; 6035; 6036; 6037; 6038; 6039; 6040; 6041; 6042; 6043; 6044; 6045;
6046; 6047; 6048; 6049; 6050; 6051; 6052; 6053; 6054; 6055; 6056; 6057; 6058; 6059
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Cronograma de atividades

# |Descricéo da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 |Periodos de coleta 08/2020 09/2021

Equipe

# |[Nome Funcéo CPF Nacionalidade
1 |geraldo jorge barbosa de moura Coorientador 856.532.174-68 Brasileira

2 | marcio frazao chaves coorientador 035.782.934-40 Brasileira

3 |MOACIR SANTOS TINOCO Orientador 339.786.975-72 Brasileira
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Observacdes e ressalvas

1 A autorizagdo n&o eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: 1) do proprietério, arrendatério, posseiro ou morador quando as atividades forem realizadas

em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservacéo federal cujo processo de regularizacdo fundiaria encontra-se em curso; Il) da comunidade indigena

envolvida, ouvido o 6rgdo indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; Ill) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa
forem executadas em area indispensavel a seguranca nacional; V) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras; V) do
Departamento Nacional da Produgdo Mineral, quando a pesquisa visar a exploracéo de depésitos fossiliferos ou a extragdo de espécimes fosseis; VI) do érgéo gestor da

unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

2 O pesquisador somente podera realizar atividade de campo apds o término do estado de emergéncia devido a COVID-19, assim declarado por ato da autoridade competente.

3 O titular de autorizag&o ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violag&o da legislagdo vigente, ou quando da inadequag&o, omisséo ou
falsa descricéo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedicéo do ato, podera, mediante deciséo motivada, ter a autorizagdo ou licenga suspensa ou revogada pelo

ICMBIo, nos termos da legislagéo brasileira em vigor.

4 Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instru¢gdo Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instru¢do Normativa ICMBIio n° 10/2010, no que especifica esta
Autorizacéo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no

ambito do ensino superior.

5 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se

destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estao sujeitas a autorizacéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

6 O titular de licenga ou autorizac@o e os membros da sua equipe dever&o optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo
taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade de populagdes do grupo

taxondmico de interesse em condig&o in situ.

7 Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela area, pablica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagdo
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatério, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacéo federal cujo processo de regularizagao

fundiaria encontra-se em curso.

8 Este documento n&o dispensa o cumprimento da legislacéo que dispbe sobre acesso a componente do patrimonio genético existente no territorio nacional, na plataforma continental e
na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimdnio genético, para fins de pesquisa cientifica, bioprospeccéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja

maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

9 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizag&o devera contactar a administragéo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

expedicdes, as condicdes para realizagao das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# |Descricéo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 [ Curimatal Cuité-PB Caatinga Nao Fora de UC Federal
Atividades

# |Atividade Grupo de Atividade

1 |Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Fora de UC Federal

2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Fora de UC Federal

3 [ Captura de animais silvestres in situ Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.
1 |Captura de animais silvestres in situ Pithecopus nordestinus -

2 | Coleta/transporte de amostras biol6gicas in situ Pithecopus nordestinus -

3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Pithecopus nordestinus 75

Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxonémico) Materiais
1 |Amostras biolégicas (Anfibios) Outras amostras biolégicas(Génadas, figados e corpos gordurosos)
2 | Método de captura/coleta (Anfibios) Captura manual, BioacuUstica

Destino do material biolégico coletado

# |[Nome local destino Tipo destino

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE Laboratorio

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Registro de coleta imprevista de material bioldgico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo contemplado

na autorizagdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biolégico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizagcdo ou da licenca permanente com a devida anotacdo. O material biolégico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em colecédo
bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢des Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime do nivel taxonémico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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