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RESUMO. O objetivo deste trabalho foi analisar ¢ comparar a organizagio das células
germinativas em diferentes estidios de diferenciagio celular nos machos adultos de
Dendropsophus nanus (Boulenger, 1889), Pseudis limellum (Cope, 1862), Pseudis paradoxa
(Linnaeus, 1758) e Scinax acuminatus (Cope, 1862), pertencentes a familia Hylidae, e de
Leptodactylus chaquensis (Cei, 1950) e L. podicipinus (Cope, 1862), pertencentes a familia
Leptodactylidae, coletados no Pantanal e na serra da Bodoquena, no Estado do Mato Grosso
do Sul, Brasil. Os testiculos foram retirados, fixados, desidratados em uma série alcodlica e
incluidos em resina plistica do tipo methacrilato glicol (Historesin Leica®); cortados a 3 um,
corados com azul de toluidina 1% e observados no microscépio de luz. Constatou-se que os
individuos da familia Hylidae apresentam, em todas as épocas do ano, presenga de todas as
células de linhagem germinativa da espermatogénese. J4 os individuos da familia
Leptodactylidae apresentam todas as células da linhagem germinativa somente no periodo
chuvoso. As variagdes das caracteristicas na organizac¢io dos epitélios seminiferos, assim
como da evidente diferenca na quantidade de espermatozoides no interior dos tdbulos,
demonstram que os anuros estudados apresentam diferentes formas de desenvolvimento da
espermatogénese ao longo do ano: de forma ciclica para os da familia Hylidae e aciclica, com
liberagio explosiva de espermatozoides, para os da familia Leptodactylidae.

Palavras-chave: espermatogénese, Dendropsophus, Leptodactylus, Pseudis, Scinax, pantanal, Serra da
Bodoquena.

ABSTRACT. Cellular organization of the testes in Hylidae and Leptodactylidae, in
the Pantanal (Mato Grosso do Sul State, Brazil). The objective of this work was to make a
comparative analysis of germ cell organization at different stages of cellular differentiation in
adult males of Dendropsophus nanus (Boulenger, 1889), Pseudis limellum (Cope, 1862), P. paradoxa
(Linnaeus, 1758), and Scinax acuminatus (Cope, 1862), belonging to the family Hylidae; and
Leptodactylus chaquensis (Cei, 1950) and L. podicipinus (Cope, 1862), belonging to the family
Leptodactylidae, collected in the Pantanal and in Serra da Bodoquena, Mato Grosso do Sul State,
Brazil. The testes were removed and fixed, dehydrated in a graded series of ethanol, and
embedded in methacrylate glycol resin (Historesin Leica®). The sections were stained by 1%
toluidine blue and observed under light microscope. It was detected that all individual of the
Hylidae family show, throughout the year, the presence of all germ cell types of spermatogenesis.
However, all Leptodactylidae family individuals only show the presence of all germ cell types
during the rainy season. The variations of characteristics in seminiferous epithelium
organization, as well as the evident difference in the amount of spermatozoa inside the tubules,
are evidence that the anurans in this work show different forms of spermatogenesis development
throughout the year: the cycle is continuous for the Hylidae family, and discontinuous with
explosive release of spermatozoa for the Leptodactylidae family.

Key words: spermatogenesis, Dendropsophus, Leptodactylus, Pseudis, Scinax, pantanal, Serra da Bodoquena.

Introdugao

A espermatogénese dos anuros é cistica, ou seja,

as células germinativas ocorrem em  grupos
organizados e definidos. Cada cisto possui células no
mesmo estigio de diferenciagio e, no tdabulo
seminifero, podemos encontrar virios cistos em

estdgios diferentes ou em estigios semelhantes,

dependendo do tipo do ciclo reprodutivo de cada
espécie (HERMOSILLA et al.,, 1983; OLIVEIRA
et al., 2003a; 2003b).

Os ciclos reprodutivos de anuros foram
explorados e classificados de acordo com as
caracteristicas histoldgicas e comportamentais por

Lofts (1974), e podem ser: continuo, potencialmente
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continuo e descontinuo. Vérios estudos foram feitos
com o objetivo de descrever histologicamente os
testiculos de anuros de localidades brasileiras com
clima tropical (TABOGA; DOLDER, 1991,
OLIVEIRA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003a;
2003b). Os trabalhos mais detalhados quanto as
caracteristicas da espermatogénese foram preparados
com anuros de regides temperadas (RITKE;
LESSMAN, 1994), que, na maioria das vezes,

apresentam ciclo reprodutivo descontinuo e

sincronizado. Esse tipo de ciclo possui uma

interrupgio periddica que estd sob o controle de um
ritmo endégeno, independentemente de fatores

ambientais.

Apresentando  menor  heterogencidade  de
hédbitats e maior disponibilidade de corpos d’igua
permanentes, a planicie alagivel do Pantanal abriga
espécies de anfibios em geral abundantes e de ampla
distribuig¢io. Entretanto, as dreas de entorno, como a
serra da Bodoquena, sio desconhecidas do ponto de
vista da sua anurofauna (STRUSSMANN;
PRADO, 2000). Os dados conhecidos para a
atividade reprodutiva de anuros nestas regides foram
estudados por Prado e Uetanabaro (2000) para a
biologia  reprodutiva  de  Lysapsus  limellus
(= Pseudis limellum), Prado et al. (2000) para
estratégias reprodutivas, Prado et al. (2002) para
modo reprodutivo e por Prado e Haddad (2003) para
variagdes morfolégicas no tamanho dos testiculos e
comportamento  reprodutivo de  Leptodactylus
chaquensis e L. podicipinus. Quanto 2 andlise
histolégica também sio escassos e recentes oOs
trabalhos com uma descricio do ciclo
espermatogénico de Pseudis limellum (FERREIRA
et al.,, 2008). Em todos os casos supracitados, as
espécies sio do Pantanal da sub-regiio do Miranda e
nio existem dados da biologia reprodutiva de anuros
na serra da Bodoquena.

Sio escassas as informagdes a respeito do
periodo e local de reprodugio para anuros desta
regiio. Dados morfolégicos sobre os periodos
reprodutivos de diversas espécies sio inexistentes
na literatura. Acreditamos que existem diferengas
na organizagio ¢ nas caracteristicas celulares dos
testiculos entre as espécies de anuros do mesmo
género e de géneros diferentes, assim como entre
as localidades com  condigbes  climiticas
divergentes. O objetivo deste trabalho é indicar se
hi diferencas para as espécies Leptodactylus
chaquensis, L. podicipinus, Dendropsophus nanus,
Pseudis  limellum, Pseudis paradoxa e Scinax
acuminatus habitantes do Pantanal Sul-mato-
grossense ¢ da serra da Bodoquena.

Ferreira et al.

Material e métodos

Machos adultos de  Dendropsophus  nanus
(Boulenger, 1889), Pseudis limellum (Cope, 1862),
P. paradoxa (Linnacus, 1758) e Scinax acuminatus
(Cope, 1862), pertencentes a familia Hylidae, e
Leptodactylus chaquensis (Cei, 1950) e L. podicipinus
(Cope, 1862), pertencentes a familia
Leptodactylidae, foram coletados em lagoas e dreas
inundadas nas regides do Pantanal Sul-mato-
grossense, nas sub-regides do Miranda, Aquidauana
e Nhumirim, e nas dreas de entorno, serra da
Bodoquena, no Estado de Mato Grosso do Sul,
Brasil. As coletas foram realizadas nos periodos
chuvosos e propicios a reprodugio, entre os anos de
1983 a 2001. Os espécimes foram fixados em
formalina 10% e mantidos em 4lcool 70% na
Colegio Zooldgica de Referéncia da Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul (ZUFMS) e da
Colegio Zooldgica de Referéncia da Universidade
Estadual Paulista Campus de Rio Claro.

Area de estudo

O Pantanal é formado por enorme planicie aluvial,
drenada por complexa cadeia de rios e cérregos
entremeados por cerrados, matas ¢ campos inundéveis.
E dividido em sub-regides que recebem nomes locais
com base no regime de inundagdes e tipo de cobertura
vegetal (SILVA; ABDON, 1998). Silva e Abdon (1998)
identificaram dez sub-regides, as quais foram
nomeadas por Ciceres, Poconé, Bario de Melgaco,
Paiaguids, Nhecolindia, Aquidauana, Paraguai,
Miranda, Nabileque e Abobral. Segundo Silva e Abdon
(1998), no Pantanal, as médias mensais de temperatura
oscilam entre 19,9°C (julho em Aquidauana) e 27,4°C
(dezembro em Corumbd), e sio comuns, em quase
todos os anos, resfriamentos abaixo dos 10°C, com
curta duragio (dois a trés dias), entre os meses de abril
e setembro. A serra da Bodoquena constitui planalto
escarpado a Oeste, no sentido da Planicie do Pantanal.
Apesar de ser caracteristicamente uma irea de mata do
planalto do entorno do Pantanal, ambos os biomas
apresentam caracteristicas de temperatura e chuvas
muito semelhantes.

Anélise histologica

Os animais utilizados neste trabalho fazem parte do
acervo da Colegio Zooldgica da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul e foram aproveitados para
andlise histolégica. Para tanto, os testiculos foram
retirados e refixados em formalina 10%, desidratados
em uma série alcodlica e incluidos em resina do tipo
methacrilato glicol (Historesin Leica®); depois de
cortados de forma semisseriada e transversalmente
(2 pm), foram corados pelo azul de toluidina 1% e
observados no microscépio de luz Olympus BX 60. A
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Espermatogénese em Anura

célula da espermatogénese foi reconhecida de acordo
com o descrito por Hermosilla et al. (1983) e Oliveira
et al. (2003a; 2003b).

Resultados e discussao

As espécies exibiram diferencas e peculiaridades
no arranjo do epitélio seminifero, com diferengas na
producio de espermatozoides. As diferengas
estruturais observadas sio tipicas de cada espécie.

Os anuros das espécies Dendropsophus nanus,
Pseudis limellum, P. paradoxa e Scinax acuminatus, trés
géneros  representantes da  familia  Hylidae,
apresentaram em todas as épocas do ano, tanto no
Pantanal quanto na serra da Bodoquena, a
espermatogénese caracterizada pela presenga de
todas as células da linhagem germinativa. Apesar de
existirem variacdes de um tibulo seminifero a outro
(quanto a propor¢io de células germinativas
presentes ¢/ou  ausentes), a presenca de
espermatozoides é constante em todos os tabulos.
Este  aspecto  morfolégico  caracteriza uma
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espermatogénese ciclica com todos os estidios de
diferenciagio  celular  presentes no  tabulo
seminifero, inclusive espermatozoides (Figura 1).

Os anuros da familia Hylidae apresentam,
geralmente, cistos bem definidos, em que as
espermatogénias estio localizadas na periferia do
tabulo; sio células com aspecto volumoso, com
cromatina condensada na

nicleo irregular e

periferia, sio fracamente coradas e estio
normalmente associadas as células de Sertoli, que
possuem um nfcleo com aspecto semilunar e
nucléolo bem evidente (Figura 1A). Os cistos de
espermatdcitos sio caracterizados por células em
diferentes graus de compactagio cromatinica que
caracterizam as fases da divisio meiética (Figura 1B).
As espermitides podem ser esféricas ou fusiformes e
(Figura 1C). Os

espermatozoides livres no centro do tdbulo sio

estio organizadas em feixes

caracterizados por possuirem ntcleo com cromatina
altamente compacta (Figura 1D).

Figura 1. A — Dendropsophus nanus (serra da Bodoquena, em abril de 2001); B — Pseudis limellum (Pantanal, em dezembro de 1989);
C — Pseudis paradoxa (serra da Bodoquena, em novembro de 2000); D — Scinax acuminatus (Pantanal, em novembro de 2000). SG2:
Espermatogénia secunddria; ST1: Espermatdcito primdirio; ST2: Espermatdcito secundirio; SD1: Espermitide primdria; SD2:
Espermitide secunddria; Z: Espermatozoide. As setas indicam as Células de Sertoli (SC). Cortes corados pelo azul de toluidina 1%.
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Os anuros das espécies Leptodactylus chaquensis ¢
L. podicipinus, que representam um género dentro da
familia Leptodactylidae, apresentam espermatozoides
em grande quantidade no interior dos tdbulos
seminiferos. No entanto, apenas cistos de
espermatogOnias sio observados na periferia do
tabulo. Cistos de espermatdcitos e espermitides
arredondadas sio raros ou esporidicos. Este aspecto
morfolégico caracteriza espermatogénese aciclica em
que nem todos os estidios da diferenciagio celular sio
observados, mas a presenga de espermatides alongadas
com disposi¢io em leque e espermatozoides livres é
constante  (Figura 2). Os anuros da familia
Leptodactylidae apresentam espermatozoides

ocupando todo o centro do tdbulo seminifero, em
todos os periodos analisados. Em nossas observacoes,
para Leptodactylus chaquensis, no Pantanal da sub-regido
de Aquidauana e Miranda, o periodo em que os
espermatozoides estio totalmente livres no centro dos
tabulos seminiferos ocorre no més de outubro
(Figura 2A), intercalado por dois periodos de

Ferreira et al.

organizagio dos feixes de espermitides alongadas nos
meses de agosto e dezembro (Figura 2B). J4 para
L. podicipinus, no Pantanal da sub-regiio de
Nhecolindia, o periodo do més de dezembro ¢é
caracterizado por apresentar tibulos seminiferos que
possuem espermatozoides livres (Figura 2C) e
espermitides alongadas organizadas em feixes no més
de outubro (Figura 2D).

Em regides tropicais, o periodo propicio 2
reproducio dos anuros esti associado as condicoes
ambientais quentes e tmidas. Saidapur (1983),
Montero ¢ Pisané (1992) e Huang e Lin (1997)
acreditavam que essas caracteristicas ambientais eram
suficientes para desencadear um processo continuo de
produgio de gametas, em que a atividade gonadal pode
estar relacionada com o padrio de temperatura ou
pluviosidade. No entanto, observamos que, apesar de
os gametas estarem realmente sendo produzidos
durante os periodos chuvosos e quentes do ano,
existem diferengas peculiares quanto a organizagio
celular das células germinativas.

Figura 2. A e B — Leptodactylus chaquensis (A: Pantanal, em outubro de 1991, B: serra da Bodoquena, em setembro de 1995); C e D —
Leptodactylus podicipinus (Pantanal, em novembro de 1991). SG2: Espermatogénia secundiria; ST1: Espermatécito primdrio; ST2:
Espermatdcito secundario; SD1: Espermdtide primdria; SD2: Espermitide secundiria; Z: Espermatozoide. As setas indicam as Células de

Sertoli (SC). Cortes corados pelo azul de toluidina 1%.
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Espermatogénese em Anura

Nas descrigdes morfoldgicas para os ciclos
continuos, a afirmacio de que os tabulos seminiferos
apresentam cistos de células germinativas em virios
estidios de maturagio (DUELLMAN, 1988) estd
correta, quando confrontada aos anuros da familia
Hylidae por nés analisados. A afirmagio de que nos
ciclos  descontinuos as  células  germinativas
amadurecem uniformemente em cada tdbulo
(LOFTS, 1974), quando confrontada com o observado
para os anuros da familia Leptodactylidae, também estd
de acordo, pois notamos algumas variagdes, em que
muitos espermatozoides sio liberados em determinado
periodo, o que poderia caracterizi-los como
descontinuos; nio podemos, no entanto, afirmar que
1ss0 seja um padrio para todas as épocas do ano.

Nas regides tropicais de clima sazonal, a atividade
reprodutiva de anuros estd intimamente relacionada ao
periodo chuvoso (DUELLMAN; TRUEB, 1986),
padrio que tem sido confirmado por outros autores
(HOOGMOED; GORZULA, 1979; AICHINGER,
1987; SANTOS; OLIVEIRA, 2008). No entanto,
Hoogmoed e Gorzula (1979), estudando 13 espécies de
anuros na Venezuela, observaram que, embora a
maioria das espécies se reproduza no periodo de
estiagem, quando ocorrem chuvas inesperadas, estes
anuros demonstram a capacidade de reproduzir-se
continuamente quando as condigbes ambientais sio
favoriveis, conclusio corroborada por Ferreira et al.
(2008) para Dendropsophus minutus no Pantanal. Com
base nisso, acreditamos que a maioria dos anuros da
regidao do Pantanal e seu entorno encontra condigoes
favordveis para se reproduzir em ambas as estagbes
(chuvosa e seca), ainda que cada espécie possa
apresentar periodos reprodutivos diferentes.

Segundo Prado et al. (2002), a reprodugio de
Leptodactylus podicipinus ocorreu durante o ano todo no
Pantanal, ¢ mesmo durante os meses de seca foram
encontrados machos vocalizando na borda de lagoas que
estavam secando. Ji a reprodugio de L. chaquensis
ocorreu durante os meses chuvosos de outubro a margo.

O Pantanal abriga fauna de anuros bastante
diversificada, que inclui, além de formas terricolas ¢
subarboricolas, duas espécies de hdbitos semiaquiticos,
com grande habilidade para a natagio ¢ o mergulho
(Pseudis limellum e P. paradoxa). A grande maioria das
espécies de anuros do Pantanal suporta o periodo de seca
abrigada em locais timidos e rapidamente se dispersa e
campos inundados  (i. e.
Dendropsophus nanus, Scinax acuminatus). Espécies como
Leptodactylus chaquensis ¢ L. podicipinus permanecem nas
proximidades da linha de contato entre os biStopos
aquiticos e terrestres (STRUSSMANN; PRADO, 2000).

Aspectos da biologia reprodutiva de anuros da
familia Leptodactylidae no Pantanal foram muito bem
explorados por Prado et al. (2002) e Prado ¢ Haddad

coloniza os uma vez
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(2003). A reprodugio de Leptodactylus podicipinus e
L. chaquensis ocorre o ano todo. Isso é possivel, em
parte, pela disponibilidade de ambientes aquéticos ao
longo do ano na regido, apesar da sazonalidade em
relagio as chuvas e 2s inundagbes. O que realmente
parece importar para estas espécies é a pequena
profundidade das margens de lagoas que estejam cheias
ou secando, e ainda de 4reas inundadas (PRADO et al.,
2002). Em todos os trabalhos, o periodo reprodutivo
coincide com o periodo de maior precipitacio. Nossa
observagio demonstrou que a espermatogénese dos
anuros da familia Leptodactylidae é aciclica, e corrobora
os dados de modos reprodutivos, em que os periodos
chuvosos aumentam a disponibilidade de corpos
d’dgua.

A estratégia reprodutiva utilizada pelos anuros da
familia Hylidae ¢ a construgio de ‘piscinas’ nas
margens do ambiente aquitico. A desova e os girinos,
durante os primeiros dias de vida, ficam protegidos
contra alguns predadores. Quando o nivel da dgua
sobe, invade as ‘piscinas’ e os girinos, em um estigio
mais desenvolvido, deslocam-se para a poga
(MARTINS; HADDAD, 1998). Isso torna este grupo
muito mais dependente do regime de chuvas. Nossa
observagio demonstrou que a espermatogénese dos
anuros da familia Hylidae ¢ ciclica, e corrobora os
dados de modos reprodutivos, em que ©Os
espermatozoides sio produzidos continuamente e 0s
individuos parecem ‘preparados’ para copular com
qualquer pequena chuva que ocorra, o que, pelo seu
pequeno porte corporal, seria suficiente para encher as
‘piscinas’ por eles construidas.

Um dos poucos trabalhos com ciclo reprodutivo no
género Leptodactylus foi realizado por Donnelly (1999),
que observou o ciclo reprodutivo de Eleutherodactylus
bransfordi  na Costa Rica utilizando medidas
macroscépicas do tamanho das génadas. Nesta regiio,
apesar da  sazonalidade
caracteristicamente continuo.

As peculiaridades dos aspectos morfolégicos
observados refletem as particularidades dos grupos
de anuros, tanto das estratégias reprodutivas quanto
da forma que cada estratégia pode ser caracteristica
das condicoes bidticas do ambiente em que vivem.
Os anuros do género Leptodactylus depositam seus
ovos em ninhos de espumas depositados na
superficie de lagos e os girinos se desenvolvem no
mesmo local. A espuma auxilia na prote¢io contra a
dessecagio e predadores, fornecendo também a
oxigenagio dos ovos (PRADO et al., 2002).

As variagOes das caracteristicas na organizagio dos
epitélios seminiferos, assim como da evidente diferenca
na quantidade de espermatozoides no interior dos
tabulos, levam-nos a acreditar que os anuros estudados
apresentam diferentes formas de desenvolvimento da

varidvel, o ciclo €
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espermatogénese ao longo do ano: de forma ciclica para
os da familia Hylidae e aciclica, com liberacio explosiva
de espermatozoide, para os da familia Leptodactylidae.
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