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RESUMO

O controle dos ciclos reprodutivos requer que 0s organismos sejam capazes de
detectar as mudangas no ambiente e ajustar os parametros fisiolégicos de acordo com
as condicbes necessarias. Sendo mediado pela interagdo entre os ritmos enddgenos
do animal e a influéncia de fatores ambientais, sendo assim, em areas abertas as
condicdes fisicas do ambiente como a temperatura e a precipitacdo sdo os principais
fatores influenciadores dos padrdes reprodutivos dos anuros. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar os aspectos histolégicos e morfométricos dos testiculos
de Pithecopus nordestinus (CARAMASHI, 2006) bem como avaliar a influéncia da
precipitacao e temperatura nos parametros testados. As coletas foram realizadas na
Estacdo Ecolégica do Tapacura - EET, € um remanescente de mata atlantica
semidecidual estacional. Foram coletados 23 machos de Pithecopus nordestinus
distribuidos entre os meses de Fevereiro a Novembro de 2018. Os valores mensais
mostram que sé houve relagdes significativas entre a pluviometria e a densidade de
espermatides primario (Esp I) (r=0.04; p=0,02), enquanto as Espermatides secundario
(Esp Il) e Espermatozoides (Z) ndo apresentaram nenhuma relacgao significativa. Ja a
variacdo mensal da temperatura da EET n&o apresentou relagdes significativas com
a densidade de espermatides primario (Esp 1), espermatides secundario (Esp Il) e
espermatozoides (Z). Os resultados deste trabalho corroboram com o de CHAVES et
al (2016), no qual ressalta que a espermatogénese em anuros de forma geral é cistica,
com organizagdo celular sempre em um mesmo estagio de diferenciacdo. Os
individuos coletados neste trabalho apresentaram os testiculos como estruturas
pares, ovais e compactos, variando sua cor com amarelado, esbranquicado. Este
trabalho cumpriu com os objetivos propostos, no qual os valores mensais das
densidades de espermatides primaria, espermatides secundaria e espermatozoides
apresentaram variagdes significativas ao longo dos meses de coleta demonstrando
também, dependéncia com a variagao do regime de chuvas da regiao.

Palavras-Chave: Espermatogénese; Anuros: Ciclos reprodutivos.



ABSTRACT

The control of reproductive cycles requires that bodies be able to detect changes in
the environment and adjust the parameters according to the requirements. Being
mediated by the interaction between the endogenous rhythms of the animal and the
influence of environmental factors, therefore, in open areas physical environment
conditions such as temperature and precipitation are the main factors influencing the
standards anuran reproductive. Therefore, the objective of this work was to
characterize the histological and morphometric aspects of testicles of Pithecopus
nordestinus (CARAMASHI, 2006) as well as to assess the influence of precipitation
and temperature on the parameters tested. The collections were made in the
ecological station of Tapacura-TSE, is a remnant of mata atlantica seasonal
semideciduous forests. 23 males were collected from Pithecopus nordestinus
distributed between the months of February through November 2018. The monthly
figures show that only significant relationships between rainfall and the density of
spermatids primary (Esp 1) (r = 0.04; p = 0.02), while the secondary Spermatids (Esp
Il) and Sperm (Z) did not show any relationship significant. Already the monthly
variation of the temperature of the TSE showed no significant relations with the density
of spermatids primary (Esp |), spermatids (Esp IlI) and sperm (Z). The results of this
study support with the KEYS et al. (2016), which emphasizes that the spermatogenesis
in Anurans in General is with cell organization always cystic on a same stage of
differentiation. Individuals collected in this work presented the testicles as pairs, oval
structures and compact, varying your color with yellowish, whitish. This work has
complied with the objectives proposed, in which the monthly values of the density of
primary, secondary and spermatids spermatids sperm showed significant variations
over the months demonstrating collection too, dependence with the variation of rainfall
in the region.

Key words: spermatogenesis; Anurans; reproductive cycles.
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1. INTRODUGCAO

Um dos fatores chave que determinaram o sucesso da dispersdo dos
vertebrados foi a capacidade de adaptar seus érgaos e ciclos reprodutivos ao
ambiente em que vivem (HADDAD & PRADO, 2005). Segundo CALLARD et al. 1978,
o controle dos ciclos reprodutivos requer que 0S organismos sejam capazes de
detectar as mudangas no ambiente e ajustar os parametros fisiolégicos de acordo com
as condicdes necessarias.

O controle dos ciclos reprodutivos em anuros é mediado pela interacao entre
os ritmos enddgenos do animal e a influéncia de fatores ambientais (SASSO-CERRI
et al. 2004). Sendo assim, em areas abertas as condi¢cdes fisicas do ambiente como
a temperatura e a precipitagdo sédo os principais fatores influenciadores dos padrdes
reprodutivos dos anuros (CARDOSO E MARTINS, 1987).

Os ciclos reprodutivos dos anuros foram explorados e classificados por Lofts,
(1974), de acordo com a soma dos padrées comportamentais as caracteristicas
histoldgicas das génadas em: continuos, potencialmente continuos e descontinuos.

O ciclo descontinuo é tipico das zonas de clima temperado, sendo
caracterizado por um discreto periodo de reproducdo com mudangas pronunciadas
no tamanho das génadas, producdo de gametas e estruturas sexuais acessérias. Ja
os ciclos continuos e potencialmente continuos, séo tipicos de regides tropicais, e
caracterizam-se pela constante producdo de gametas. No entanto, no ciclo
potencialmente continuo, ha uma interrupgao parcial na gametogénese durante certos
periodos. (SANTOS; OLIVEIRA, 2007)

A mata atlantica ocupa uma area de 1.110.182 Km?2, corresponde 13,04% do
territdério nacional e é constituida principalmente por mata ao longo da costa litoranea
que vai do Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul (TONHASCA-JUNIOR 2005).
E caracterizado por ter um indice pluviométrico elevado, como resultado dos ventos
oceanicos que carregam a umidade, que sao atraidos para as regides continentais e
chegam as cadeias montanhosas costeiras, onde ocorrem chuvas (AB’'SABER 1977,
STEINMETZ 2004).

Hoje, restam apenas 12,4% da floresta que existia originalmente e, desses
remanescentes, 80% estao em areas privadas. 72% da populacao brasileira, sete das
nove maiores bacias hidrograficas do pais e trés dos maiores centros urbanos do
continente sul americano estao na Mata Atlantica (AB’SABER 1977).
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Logo, o conhecimento sobre a aspectos reprodutivos de anuros para areas de
mata atlantica apresenta um caracter de alta importancia por eles possuirem uma alta
especificidade microambiental e uma pequena capacidade de adequar-se a
interferencia humana, o que os tornam extremamente sensiveis as mudancas
ambientais visando métodos para a conservagao das areas e espécies que habitam
nela (SHLAEPFER; GAVIN, 2001; VITT; CALDWELL, 2001).
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2. JUSTIFICATIVA

Os estudos que objetivam descrever a biologia reprodutiva dos anuros,
retratam apenas aspectos comportamentais desses animais em seus ambientes.
Trabalhos realizados por WOODWARD (1986); RYAN (1985); MARTINS et al (1998)
retratam varios aspectos de selecdo sexual em anuros abordando caracteristicas
morfoldégicas e comportamentais, como o comprimento rostro-cloacal (CRC),
vocalizacdo e o numero de noites de participacao no coro € no sucesso reprodutivo
dos machos.

O trabalho realizado por CALDAS et al (2016), que objetivou descrever a
biologia reprodutiva de Phyllomedusa nordestina em areas de caatinga e floresta
atlantica, abordando apenas aspectos comportamentais.

Segundo SASSO-CERRI et al., (2004), as condicdes fisicas do ambiente que
mais interferem na biologia reprodutiva dos anuros sdo a temperatura do ar e a
umidade relativa estritamente relacionada ao indice pluviométrico determinando
varios aspectos de vida destes animais. Durante a época de estiagem, as espécies
de anuros apresentam mecanismos fisiologicos (controle hormonal) e
comportamentais (vocalizagdo, comportamento de estiva) as altas temperaturas e
escassez de agua nos corpos aquaticos (ABE, 1995).

Os anuros sdo excelentes modelos no desenvolvimento e teste de teorias
ecolégicas e ou tem servido como organismos modelo importante em toda a histéria
da ciéncia. Visto isso, torna-se de extrema importancia o conhecimento sobre a
biologia reprodutiva de anuros, ndo sé pelo fato da sua abundancia, mas também por
estas populagbes possuirem uma alta especificidade microambiental e pequena
capacidade de adequar-se a interferéncia humana torna-se extremamente vulneraveis
as mudangas ambientais (SHLAEPFER, 2001).

Trabalhos que objetivam caracterizar histologicamente as génadas em anuros
ainda sao escassos e recentes. O trabalho realizado por Chaves et al (2016) que
objetivou caracterizar as gbénadas de Leptodactylus macrosternum (MIRANDA-
RIBEIRO, 1926) em uma area de caatinga é um dos poucos trabalhos sobre biologia
reprodutiva em anuros.

Visto isso, levando-se em consideragdo a importancia deste grupo na
manutencao e equilibrio dos ambientes e considerando a escassez de informagdes
referentes ao conhecimento dos padrdes reprodutivos e suas relagdes com o
ambiente de Mata atlantica, estudos que visam avaliar os aspectos reprodutivos de
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espécies de anuros destas areas sao de extrema importancia, pois ndao sé serao
levantadas informagdes importante sobre a espécie de estudo, como também
promover a criacdo de modelos biolégicos que podera gerar alternativas para um
melhor manejo e exploragdo desta regido. Além disso, contribuem com informacdes
relevantes para a tomada de decisGes que visem tanto a conservagao e 0 manejo
adequado das comunidades de anuros e em dareas de mata atlantica onde estas
espécies ocorrem (SCHLAEPFER; GAVIN 2001; VITT; CALDWELL, 2001; CHAVES
et al. 2016).

Este trabalho visa suprir uma deficiéncia béasica da espécie Pithecopus
nordestinus para o estado de Pernambuco, possibilitando o conhecimento da
espermatogénese e descrevendo a histologia dos testiculos, e também estimular a
continuidade dos trabalhos de biologia reprodutiva, para que possam ser realizados

trabalhos futuros para outras espécies.
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3. OBJETIVOS
3.1.Geral

Caracterizar a espermatogenese da Pithecopus nordestinus, bem como avaliar
a influéncia da precipitacdo e temperatura na espermatogenese Pithecopus
nordestinus, em dois fragmentos de mata atlantica do nordeste do Brasil.

3.2.Especificos

Quantificar esperméatides e espermatozoides;
Correlacionar as alteragdes climaticas com os achados.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1.0rdem anura

A ordem anura é constituida pelos sapos, pererecas e ras correspondendo
como o grupo de anfibios com a maior representatividade (FROST, 2016). Séao
animais caracterizados por serem desprovidos de cauda na fase adulta.

Atualmente sdo conhecidas 7.000 espécies de anuros (FROST, 2016) no
mundo, distribuidas principalmente nos trépicos e regides temperadas. Ocorrem
também em algumas ilhas oceénicas, especialmente aquelas ao sul do Oceano
Pacifico e nos desertos, dos mais brandos aos mais extremos (DUELLMAN; TRUEB,
1994). Para o Brasil sdo conhecidas 1.039 espécies de anuros distribuidas em 20
familias e 90 géneros (SHB, 2016), o0 que torna o pais 0 mais diverso do mundo para
o grupo. Para o estado de Pernambuco sdo conhecidas 70 espécies de anuros
distribuidas em 11 familias (MOURA, 2011).

Na composicao da biodiversidade, os anuros formam grupos especialmente
sensiveis as alteracées ambientais devido ao seu comportamento biol6égico, atributos
fisiolégicos e caracterizacao ecoldgicas, como por exemplo, ciclo de vida bifasica 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. Impactos gerados em qualquer desses

ambientes inviabiliza sua populacéo.

4.2. Anuros de mata atlantica

. A reproducéo de anfibios em ambientes aridos esta diretamente associada ao
periodo de chuvas, pois fora desse periodo, ndo existem condi¢des favoraveis para o
desenvolvimento de larvas (DAYTON & FITZGERALD, 2005).

Ja em reqides tropicais umidas como a Mata Atlantica, chuvas regulares
permitem que corpos de agua permaneg¢am por um longo tempo, o que permite que
0s espécimes comecem a atividade reprodutiva e significa que as larvas nao sao
ameacadas por mudancas subitas na disponibilidade de agua (DUELLMAN 1978,
HODL 1990, STEBBINS E COHEN 1995).

A reproducado € um evento critico para anfibios, porque eles geralmente ndo
possuem mecanismos para conservar a agua dentro de seus corpos (BENTLEY 1966,
ARZABE 1999). Assim, uma alta umidade influencia positivamente a abundéancia de
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anfibios, prevenindo o nivel de depresséo fisiolégica de suas pelagens independentes
no ambiente em que se encontram (ARZABE 1999, PRADO & POMBAL 2005,
RODRIGUES ET AL. 2012).

4.3. As gobnadas em anuros

O aparelho reprodutor em anuros é constituido pelos testiculos e ovarios, onde
sao conectados por meio de ductos genitais préprios constituindo a via gametogenica,
representada pelos ductos eferentes e ducto de Wolff nos machos e pelos ovidutos
ou ducto de Muller nas fémeas. Apés a diferenciacdo e o desenvolvimento sexual do
individuo, frequentemente também sao descritas estruturas vestigiais que
permanecem como nao funcionais.

DUELLMAN e TRUEB (1994) descrevem os testiculos de anuros como pares,
arredondados, compactos, de cor geralmente amarelada, esbranquigada ou branco-
leitosa. Apresentando variagbes anatémicas na forma e peso conforme o periodo
reprodutivo, além de outras alteragées morfofuncionais associadas a sazonalidade da
reproducao (LOFTS, 1974).

4.4.Caracterizacao histolégica

Estudos realizados por (OLIVEIRA ET AL, 2002; OLIVEIRA ET AL, 2003%;
2003B; FERREIRA ET AL., 2008; FERREIRA ET AL 2009; SANTOS ET AL 2012;
LEIVAS ET AL., 2012; VILLAGRA ET AL, 2012; CHAVES et al, 2016) onde o objetivo
foi descrever histologicamente os testiculos dos anuros, evidenciam que a
espermatogénese de é forma cistica, na qual as células germinativas ocorrem em
grupos organizados e definidos. Ou seja, cada cisto possui células no mesmo estagio
de diferenciacao e, no tubulo seminifero, podemos encontrar varios cistos em estagios
diferentes ou em estagios semelhantes, dependendo do tipo de ciclo reprodutivo de

cada espécie.

4.5.Espécie de estudo
Pithecopus nordestinus (Figura 1) é uma espécie pertencente a familia
Phyllomedusidae. Possui uma faixa branca estreita no labio superior, barras verticais
pretas sobre fundo vermelho-alaranjado nas faces ocultas dos flancos e membros
locomotores e faixa verde larga em todo o comprimento da face superior da coxa
(CARAMASCHI, 2006).
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Figura 1. Pithecopus nordestinus (Caramaschi, 2006). Fonte: Arquivo pessoal.

A espécie € conhecida popularmente como “ra-macaco”. De médio porte,
apresentando dimorfismo sexual, medindo 32,1-42,1imm de comprimento rostro
cloacal (CRC) nos machos, e entre 38,6-43,7 mm nas fémeas, ou seja, as fémeas séo
maiores que 0os machos, provavelmente pelo investimento energético diferenciado na
reproducdo, devido a producdo dos ovos, o amadurecimento reprodutivo e o
crescimento (MOURA et al., 2011)

No que se trata de conservagao, de acordo com a The Red List of Threatened
Species (IUCN 2016), esta espécie é classificada como DD (dados deficientes) e LC
(Menos Preocupante) na lista brasileira de animais em extingdo espécies pelo
Ministério de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (Portaria MMA 444/14)
e em a lista estadual de espécies ameacadas da Secretaria Estadual de Meio
Ambiente de Pernambuco (SEMA Resolugéo 01-08 / 01/2015).

Ocorre no nordeste do Brasil, nos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais
(CARAMASCHI, 2006). Possui habito noturno e arboricola, deposita seus ovos em
folhas de vegetagao sobre corpos d’agua lénticos (DA-SILVA-VIEIRA et al., 2007;).

Portanto, suas caracteristicas biolégicas o tornam espécie-chave para testar a
hipétese de que chuva e temperatura sdo os reguladores mais importantes do na

espermatogénese em anuros.
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4.6.Area de estudo
A estacédo Ecoldgica do Tapacura (EET) (Figura 2) (08° 04’ S e 35° 12° W),
situada a 50 km da cidade do Recife, no municipio de So Lourenco da Mata — PE. E
uma unidade de conservacado pertencente a Universidade Federal Rural de
Pernambuco - UFRPE. E um remanescente de Mata Atlantica semidecidual estacional
com 400 ha constituido por trés fragmentos: Mata do Tord, Mata do Camocim e Mata
do Alto da Buchada (MOURA et al., 2011).

§ 6 05 1 15 2 25 3km
_ _ _ -.

Mata do Tor6 (100 ha)

Figura 2. Mapa representando a Estagéo Ecoldgica do Tapacura e seus
trés fragmentos de mata.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Atividade de campo
Foram realizadas excursdes noturnas mensais entre fevereiro a outubro de
2018 nos fragmentos de mata do Camocim e Alto da Buchada. Os anuros foram
coletados manualmente e para aumentar nossas chances de capturar espécimes em
diferentes estagios da espermatogenese, foi objetivado capturar mensalmente 3
machos de Pithecopus nordestinus, adultos e reprodutivamente ativos.

5.2.No laboratério
Os espécimes capturados foram eutanasiados com uma hiperdosagem de
lidocaina a 5%, medidos o Comprimento Rostro Cloacal (CRC) com paquimentro
digital e pesados com balanca de precisdo 0,0g, retiradas as gbnadas (Figura 3),
fixadas com solucédo de formaldeido 10% e mantidos em alcool 70% na Coleg¢édo do
Laboratério de Estudos Herpetoldgicos e Paleoherpetoldgicos da UFRPE (LEHP).

Figura 3. Te — Testiculos. Fonte: Arquivo pessoal
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5.3.Preparacao das laminas
Os testiculos foram levados para o Laboratério de Biologia de Anfibios (LABAN)
da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG, campus Cuité - PB, onde foram
fixados em solucéo de formaldeido 10% por 24 horas, sendo entao passados por um
protocolo segundo (HOPWOOD1990):

¢ Desidratados em série de banhos crescente de alcool (70% - 30 min, 80% - 30
min , 90% - 30 min, 95% - 30 min, 100% - 30 min e 100% - 30 min).

e Diafinizagéo (dois banhos de 30 min de Xilol);

e Inclusdo (parafina 50% + Xilol — 1 hora);

e Parafina pura — 24 horas;

e Emblocados;

¢ Posteriormente seccionados no microtomo a 5,0 ym.

As laminas passaram pelo protocolo de coloracdo segundo (ROBINSON E
GRAY 1990):

° Xilol Il - 6min;

. Alcool 100% - 1 min;

. Alcool 90% - 1 min;

. Alcool 70% - 1 min;

. Agua destilada - 1 min;

o Hematoxilina - 30 seg;

. Agua de torneira - 10 min;
o Eosina - 20 seg;

. Alcool 70%- 1 min;

. Alcool 90% - 1 min;

. Alcool 100% I - 1 min;
. Alcool 100% Il - 1 min;

° Xilol Il - 6 min

Os tipos celulares foram identificados de acordo com trabalhos descritos por
HERMOSILLA et al (1983); OLIVEIRA et al (20032; 2003b) e CHAVES et al (2016).
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5.4. Analise estereologica das células

A analise qualitativa foi procedida em microscépio convencional, trinocular e de
bancada, acoplado a um sistema digital de aquisicao de imagens com objetiva de 4x
e 40x, no qual foi adquirido 15 campos focais diferentes de cada lamina por espécime.

A analise estereoldgica das células ird seguir os preceitos de MANDARIN-DE-
LACERDA 1991 e WEIBEL 1979. Onde foi calculado a densidade de volume (Vv) das
espermatides |, espermatides Il e espermatozoides. Por apresentarem excelentes
modelos celulares e por bioindicar o estagio de maturacao sexual dos individuos, uma
vez que as espermatogdnias e os espermatdcito, por serem estagios celulares iniciais,
nao trazem informacgdes necessarias sobre o0 periodo reprodutivo prdéximo ao
momento da coleta.

O calculo da amostra foi realizado com utilizacao da formula de HALLY (1964)
e devidamente corrigida para o resultado que represente os preceitos estereoldgicos
(MANDARIM-DE-LACERDA 1991).

Para quantificar a densidade de perfis (QA, espermatides primarias, secundaria
e espermatozoides) foram contados campos em uma Area Teste (AT) com 0,044 mm?
para cada animal. O resultado final (mm?) sera adquirido apds a utilizagdo da média
para cada perfil e aplicacao da formula (MANDARIM-DE-LACERDA 1991):

QA = Zperfis/AT.

5.5. Analise dos dados

Os valores da densidade das células da linhagem reprodutiva, area dos l6culos
seminiferos e oogdnios foram analisados entre os meses pelo teste Kruskal-Wallis.

A dependéncia entre as variaveis climaticas (pluviosidade e temperatura), a
densidade da populagcédo das células da linhagem reprodutiva e a area dos loculos
seminiferos e oog6nios 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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5.6.Dados climaticos

Os dados mensais pluviométricos (mm) foram adquiridos por meio do banco de
dados da Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima — APAC.

Ja os dados de temperatura (°C) e humidade relativa do ar (%), foram
adquiridos por meio de Termo Higrébmetro nas areas que os animais foram coletados
em cada expedicdo mensal em dois fragmentos semi decidual protegido da Mata
Atlantica no Alto da Buchada e Camucim, no municipio de Sdo Lourengo da Mata, no
estado de Pernambuco, Brasil ( 08°03'S, 35°10'W, 200 acima do nivel do mar). O clima
€ As’, quente e umido, de acordo com a classificagdo de Kdppen. O periodo de chuva
€ entre os meses de margo e agosto, e o periodo seco de setembro a fevereiro, com
uma média anual de 1411,8 mm de precipitacao.
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6. RESULTADOS

Foram coletados 23 machos de Pithecopus nordestinus (tabela 1) distribuidos
entre os meses de Fevereiro a Outubro de 2018.

Tabela 1: Quantidade de exemplares dos machos de Pithecopus nordestinus coletados
mensalmente na Estacéo Ecolégica do Tapacura — PE (EET).

Meses Machos
Fevereiro 3
Marco 3
Abril 3
Maio 3
Junho 3
Julho 1
Agosto 3
Setembro 3
Outubro 2

Total 24

Como mostra a tabela 1, durante o més de Novembro ndo foi encontrado
nenhum exemplar de P. Nordestinus durante a saida de campo.

Em relacdo a caracterizagdo histolégica dos testiculos de Pithecopus
nordestinus, todos os tipos celulares foram identificados com facilidade, com cada
l6culo apresentando varios cistos de células espermatogénicas (Figura 4 a). Cada
cisto se apresentou como um agrupamento de células germinativas em um mesmo
estado de diferenciagdo. Delimitando os léculos se observam a tunica albuginea
(Figura 4 A,Ta) ao centro da estrutura testicular a regido do mediastino (Figura 4 D,
Med), ambas estruturas sendo formada por tecido conjuntivo. Pode-se observar ainda
o epididimo (Figura 4 D, Epd).

As espermatogbnias primaria (Figura 4 C, Sgi1) foram registradas com
facilidade, pois sdo células localizadas na periferia locular, margeando a tunica

albuginea e apresentando cromatina granular.
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As espermatogbnias secundaria (Figura 4 ¢, Sg2) apresentam-se como células
com coloragdo mais intensa que os demais cistos, situadas imediatamente apds as
espermatogbnias primarias no sentido lumem do |6culo seminifero, ambas as células
do tamanho similar.

Os espermatécitos primario (Figura 4 B, Sp1) sao células grandes, embora
menores que as espermatogdnias primaria possuindo uma cromatina mais frouxa.

Os espermatécitos secundario sao levemente menores que as células
anteriores com nucleo bem mais denso e com uma grande area citoplasmatica
eosindfila ao redor.

As espermatides primaria (Figura 4 B, Esp |) sdo células arredondadas,
menores que o0s espermatofitos (Sp), com ndcleo ligeiramente compactado e com
formato ligeiramente fusiforme.

As espermatides secundaria (Figura 4 C, Esp Il) sdo células cujo nucleo sofre
alongamento concomitantemente a uma progressiva compactacdo nuclear, se
desfazendo a organizacao cistica para se arranjar em feixes sustentados pelas células
de Sertoli, embora ainda seja considerada como um cisto germinativo.

Os espermatozoides (Figura 4 B, Z) apresentaram como caracterizagdo por
compactacado nuclear e redugdo citoplasmatica muitas vezes livres e de forma

desordenada no centro dos l6culos.
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Figura 4. Cortes histoldégicos corados em Hematoxilina e Eosina do testiculo de Pithecopus nordestinus
coletados entre Fevereiro — Outubro de 2018 na EET - PE. Corte A: Ta — tunica albuginea; Corte B: 40x, Esp |
— espermatide primaria, Z- espermatozoide; Corte C: 40x, Sp 2 — espermatide secundaria; Corte D: 40x, Med —

mediastino, Epd — epididimo; * Area locular.
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Nossas coletas se deram principalmente no inicio de cada més, portanto, para
correlacionar a densidade de perfis com a pluviosidade, iremos utilizar os dados
pluviométricos do més anterior. Ex: Os espécimes coletados no més de fevereiro,
iremos utilizar os dados pluviométricos do més de janeiro.

O grafico 1, mostra a média mensal da pluviosidade durante os meses de
Janeiro a Outubro na Estagéo Ecolédgica do Tapacurd - EET.

26,7 20,4 18,3
—— 8,4
Janeiro Fevereiro Margo Abril Maio Junho Julho  Agosto Setembro Outubro

Grafico 1: Média mensal da pluviosidade da Estacdo Ecol6gica do Tapacura — EET.

O grafico 2, mostra a média de temperatura por expedicdo nas areas em que
0s animais foram encontrados.

28,68
25,6 266

25,2

Fevereiro  Margo Abril Maio Junho Julho Agosto  Setembro  Outubro

Grafico 2: Média mensal de temperatura por expedicao.
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A tabela 2 mostra que sé houve relagbes significativas mensais entre a
pluviometria e a densidade de espermatides secundario (Esp Il) (-r=0.48; p=0,01),
enquanto as Espermatides secundario (Esp Il) e Espermatozoides (Z) nao
apresentaram nenhuma relacao significativa. Ja a variacao mensal da temperatura da
ETT n&o apresentou relagbes significativas com a densidade de esperméatides
primario (Esp 1), espermatides secundario (Esp Il) e espermatozoides (Z) nao

influenciando nas densidades das células germinativas.

Tabela 2: Relagdes entre a densidade dos espermatécitos primario (Esp ), espermatocitos secundario
(Esp Il) e espermatozoides (Z) de machos de Pithecopus nordestinus em relagéo a pluviometria e a
temperatura na Estacao Ecoldgica do Tapacura — PE (EET), no periodo de Fevereiro-Outubro de 2018.

* valores estatisticamente significativos.

Temperatura Pluviometria
r p R P
Espl -0.2620 0.2161 0.2764 0.1909
Espll 0.1516 0.4794 -0.4891* 0.0152*

Z -0.1073 0.6177 -0.2154 0.3098
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Os valores mensais das densidades das espermatides primaria (Esp I),

espermatides secundaria (Esp Il) e espermatozoides (Z) apresentaram variagbes
significativas (p <0,05, KRUSKAL-WALLIS). Como mostra a tabela 3, as densidades
de espermatides primaria (Esp 1) foi significativamente maior para o més de marco -

abril e setembro — outubro, e significantemente menores para os meses de maio —

julho. Ja para as espermatides secundarias (Esp ll), as densidades foram maiores

para os meses de margo — abril, agosto — setembro — outubro, e menores para os

meses de maio — julho. Para as densidades de espermatozoides (Z), os valores

significativos maiores foram entre junho e outubro.

Tabela 3: Valores mensais (média e erro padrdo) densidade das espermatides primarias (Esp 1),

espermatides secundarias (Esp Il) e espermatozoides (Z) (mm?) dos testiculos da espécie de

Pithecopus nordestinus coletados na EET — PE, no periodo de Fevereiro — Outubro de 2018.

Esp | (mm?) Esp Il (mm?) Z (mm?2)

Fev 662,62, + 120,75 1,21, £79,63 359,00, + 170,11
Mar 227,02, + 649,49 828,52, + 649,49 5,17, £ 20,45
Abr 574,49, +1,10 6,65, £ 631,85 2,31, £1,22
Mai 445,79, + 4,02 6,56, £ 1,49 2,84, +8)9
Jun 454,96, + 114 643, £ 209 428,70, + 41,47
Jul 663,62, + 0 443, +0 96,46, £ 0
Ago 251,93, + 68 411, + 162 389,81, + 40,00
Set 403,36, £ 95,58 663, + 148 291,16, + 95,58
Out 84,35, + 286 928, + 286 435,48, + 84,08*
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7. DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho corroboram com o de CHAVES et al (2016), no
qual ressalta que a espermatogénese em anuros de forma geral € cistica, com
organizagao celular sempre em um mesmo estagio de diferenciacdo. No entanto, essa
organizagdo dos cistos pode variar entre diferentes familias e de acordo com o
ambiente onde esses animais ocorrem (FERREIRA et al 2009).

Os individuos coletados neste trabalho apresentaram os testiculos (Figura 3,
Te) como estruturas pares, ovais e compactos, variando sua cor com amarelado,
esbranquicado. Apresentando ainda variagdes anatdémicas na forma e peso conforme
o periodo reprodutivo, além de outras alteragdes morfofuncionais associadas a
sazonalidade da reproducao, corroborando assim com os autores (DUELLMAN e
TRUEB ,1994; LOFTS, 1974).

Em relagdo a caracterizacado histologica, os testiculos de Pithecopus
nordestinus apresentaram caracteristica celular variado, com tamanho do I6culo
seminifero em diferentes formas, apresentando o padrao das células germinativas
desorganizadas.

No que se trata das variagdes histologicas dos testiculos analisados, os valores
de correlagdo das densidades de Espermatides primaria (Esp 1), Espermatides
secundarias (Esp Il) e Espermatozoides (Z) com a Temperatura e Pluviosidade
apresentado na Tabela 2, houve apenas uma relacdo significativa negativa para
Espermatides secundario (Esp Il) com a Pluviosidade. Ja para as Esperméatides
secundaria (Sp Il) e espermatozoides n&o houve influéncia significativa para
pluviosidade.

Nao houve relagédo significativa em relagdo dos com a variavel temperatura.
Apesar da mata atlantica apresentar chuvas frequentes, a temperatura mantém uma
média mensal constante, visto isso, ndo ha uma subita mudanga climatica.

Nos valores mensais de densidade de espermétides primaria (Esp ),
espermatides secundaria (Esp Il) e espermatozoides (Z), foi possivel notar variagcdes
significativas, no qual entre os meses de fevereiro a setembro, os valores de Esp |
foram bastante elevados. Ja para a Esp Il, no més de fevereiro mostrou-se baixo,
marco elevado, abril e maio baixo, junho a outubro alto. Para a densidade de
espermatozoide, fevereiro mostrou uma densidade elevada, mar¢co a maio baixo,

junho alto, julho baixo, de agosto a outubro alto. Levanto em consideracdo a média
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mensal pluviométrica, os dados mostram que quanto maior o numero de chuvas, mais
baixa € a densidade de espermatozoides. Mostrando ainda uma relagao direta entre
elas.

Pithecopus nordestinus apresentou uma constante producao espermatogénica,
e uma rapida maturacao das células germinativas. Essas caracteristicas mostram que
seu ciclo reprodutivo é explosivo.

Nao foram encontradas exemplares de machos adultos de Pithecopus
nordestinus na Estacado Ecolégica do Tapacura - EET durante o més de Novembro.
Neste periodo, as areas que hospedam a maioria dos espécimes durante o estudo
foram afetadas pelo estresse hidrico e o estrato de gramineas e arbustos foi
completamente reduzido. Isso se da pelo fato de que modificagdes na estrutura do
habitat, principalmente relacionadas a vegetacao, podem influenciar a estrutura das
comunidades de anuros, reduzindo as taxas de riqueza e diversidade de espécies e
afetando a reproducéo de Pithecopus nordestinus.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho cumpriu com os objetivos propostos, onde os valores mensais
das densidades de espermatides primaria, espermatides secundaria e
espermatozoides apresentaram variacoes significativas ao longo dos meses de coleta
demonstrando também, relacdo com a variagao pluviométrica da regiao.

Visto isso, trouxe informagdes importantes para trabalhos futuros para a familia
Phyllomedusidae, pois apresentam caracteristicas importantes para aumentar o
banco de dados sobre a familia e visar trabalhos de conservacao da espécie.

Este trabalho pode trazer informacdes chave sobre a espermatogénese dos
testiculos de Pithecopus nordestinus, onde se sabe pouco sobre a biologia reprodutiva
dessa espécie e vem acrescentar informagdes importantes para futuros trabalhos

No entanto, julgasse necessério a busca de mais informagdes sobre a biologia
reprodutiva dessa espécie, onde é importante ser revisado o periodo de coleta e
quando os coletar para as informag¢des serem mais robustos em relagado aos ciclos
reprodutivos.

As buscas neste trabalho se deram mensalmente com esfor¢co amostral de 3
dias de excursoes, o ideal para buscas em trabalhos de biologia reprodutiva que seja
quinzenal com esfor¢o de 3 dias cada totalizando 6 dias de buscas. Isso pode trazer

melhores resultados.
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