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RESUMO

A reprodugdo pode ser descrita como o conjunto de atributos fisioldgicos, morfoldgicos e
comportamentais que permitem o sucesso de uma espécie através da maxima descendéncia
sob condicdes ambientais especificas. Em anfibios, além de sujeito a um controle
hormonal, e considerando o aporte genético, o ciclo reprodutivo ¢ também influenciado por
fatores ambientais que determinam o ciclo gametogénico ao longo de um ano. O presente
trabalho teve como objetivo estimar a diversidade genética em duas populacdes de P.
cuvieri pertencentes aos biomas de Mata Atlantica ¢ do Cerrado com o marcador molecular
ISSR (Inter Smple Sequence Repeats). Além disso, foi caracterizado o ciclo reprodutivo
destas populagdes, relacionando as variagdes morfologicas gonadais com os fatores
climaticos precipitagdo, temperatura, umidade relativa do ar e velocidade do vento, através
de uma Andlise de Correspondéncia Candnica, bem como relacionar a quantidade de
pigmentos presente nos testiculos com os periodos pré-reprodutivo, reprodutivo e
regenerativo através de ANOVA. Também se analisou em individuos de Eupemphix
nattereri a relagdo entre a espermiogénese e¢ a quantidade de pigmentagdo testicular. As
populagdes de P. cuvieri pertencentes aos dois biomas revelaram indice de diferenciagdo
genética (Fst) > 0.288, o que mostra que estas duas populagdes sdo altamente
diferenciadas geneticamente. Foram caracterizados 7 tipos celulares representando o
epitélio germinativo. A variancia total ao longo do ciclo reprodutivo foi de 23 %, com os
dois primeiros eixos responsaveis, respectivamente, por 68,7% e 10,2% da variancia total
acumulada na média ponderada dos tipos celulares com relagdo as 4 varidveis ambientais
analisadas. O teste de permutacdo de Monte Carlo indicou que os tipos celulares e a
precipitacdo foram significativamente correlacionados. No final do periodo regenerativo,

caracterizado pelo tipo celular Espermatogonia I, inicia a gametogénese estimulada pelo



aumento da precipitacdo, sucedendo-se entdo o periodo pré-reprodutivo caracterizado pelos
tipos celulares Espermdtide I e II. O inicio do periodo reprodutivo, caracterizado pelo
elevado numero de Espermatozoides, foi determinado pelo aumento da temperatura e da
umidade relativa, assim como diminuicdo da velocidade do vento. Com relagdo a
pigmentagdo testicular, foi verificado um aumento significativo durante o periodo
regenerativo, enquanto ndo houve mudanga da pigmentacdo relacionada com o processo de
espermiogénese, provavelmente devido a producdo custosa de melanina contra a agdo do
estresse oxidativo tornar-se viavel apenas para a manuten¢do da integridade das células
germinativas durante o periodo regenerativo até o préximo periodo reprodutivo. Na
populagdo da Mata Atlantica, quatro espécimes apresentaram caracteristica de gonada
intersexual com a presenca de espermatozdides e ovocitos. A andlise de dgua constatou a
presenca do agrotoxico Dieldrin em concentrag@o acima da referéncia recomendada. Este
agrotoxico atua como desregulador endocrino, podendo ser o responsavel pela alta
freqliéncia de gonadas intersexuais observadas. O presente trabalho verificou que, embora
ao longo do ano o comportamento reprodutivo de vocalizagdo, amplexo e a presenca de
desovas ndo tenham ocorrido nos mesmos meses nos diferentes biomas, a composi¢do e a
modificacdo dos morfotipos celulares de cada periodo em resposta as mudangas climaticas
coincidiram, sendo que a diversidade genética pdde permitir uma alta plasticidade
relacionada a sobrevivéncia e reproducdo em ambientes tdo variados, embora a estratégia
reprodutiva seja a mesma, caracterizada por um ciclo reprodutivo potencialmente

continuo..

Palavras-chave: Anuros, Ciclo Reprodutivo, Marcador Molecular, Melanodcitos,

Toxicologia
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ABSTRACT

Reproduction can be described as the set of physiological, morphological, and behavioural
attributes that allow for the success of a species through maximum offspring under specific
environmental conditions. In amphibians, as well as being under hormonal control, and in
view of their genetic constitution, the reproductive cycle is also influenced by
environmental factors that determine the gametogenetic cycle throughout the year. The aim
of this study was to characterize the reproductive cycle of Physalaemus cuvieri in
populations from the Mata Atlantica region and the Cerrado region, comparing the
morphological gonad variations to the climatic factors of precipitation, temperature,
relative humidity and wind speed, through a Canonical Correspondence Analysis, as well
as comparing the quantity of pigments present in the testis with the pre-reproductive,
reproductive and regenerative periods using the ANOVA, and estimating the genetic
diversity between the populations of the two biomes with genetic markers ISSR (Inter
Smple Sequence Repeats). The relationship between spermatogenesis and the quantity of
testicular pigmentation in individuals of Eupemphix nattereri has also been analyzed.
Seven cellular types representing the germinal epithelium were characterized. The total
variance throughout the reproductive cycle was of 23%, with the first two axes
accountable, respectively by 68.7% and 10.2% of the total variance accumulated in the
weighted average of two cellular types with relation to the four analyzed environmental
variables. The Monte Carlo permutation test indicated that cellular type and precipitation
were significantly correlated. At the end of the regenerative period, characterized by the
cellular type spermatagonia I, the stimulated gametogenesis began due to the increase in
precipitation, followed by the pre-reproductive period characterised by the cellular type

spermatid I and II. The beginning of the reproductive period, characterized by the elevated
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number of spermatozoids, was determined by the increase in temperature and relative
humidity, as well as by the reduction in wind speed. Regarding testicular pigmentation, a
significant increase was seen during the regenerative period, whilst there was no change in
pigmentation relating to the process of spermiogenesis, probably due to the costly
production of melanin to act against the effects of oxidative stress only becoming viable
for maintaining the integrity of the germinative cells during the regenerative period until
the next reproductive period. The P. cuvieri populations belonging to the two biomes
revealed an index of genetic differentiation (Fst) > 0.288, which shows that these two
populations are genetically highly dissimilar. In the population from Mata Atlantica, four
specimens presented the characteristic of intersexual gonads presenting spermatozoids and
oocytes. The water analyses indicate the presence of the agrotoxin Dieldrin in
concentrations above the recommended dose. This agrotoxin acts as endocrine deregulator,
possibly being responsible for the high frequency of intersexual gonads observed. This
study verified that even though throughout the year the reproductive behavior of
vocalisation, amplexus, and the presence of spawn had not occurred in the different biomes
during the same months, the composition and the modification of the cellular morphotypes
during each period in response to the climatic changes did coincide, being that genetic
diversity can allow for a high plasticity concerning the survival and reproduction in such
varied environments. However, the reproductive strategy was the same, characterized by a

potentially continuous reproductive cycle.

Keywords: Anurans, Melanocytes, Molecular Marker, Reproductive Cycle, Toxicology



INTRODUCAO

Os anfibios ocorrem em quase todos os continentes do mundo, ndo habitando
somente regides cujo clima é extremamente adverso as suas adapta¢des morfofisioldgicas.
Esta capacidade se deve principalmente ao ciclo de vida que envolve, na maioria das
espécies, fase larval aquatica e fase adulta terrestre. Além disso, apresentam diversos
modos reprodutivos, especialmente os anuros, o que facilitou ao grupo a ocupacdo de
ambientes variados (Duellman & Trueb, 1994). A fauna de anfibios possui
aproximadamente 7.000 espécies, das quais 6.200 sdo anuros, sendo a América da Sul a
regido que mais abriga espécies (Frost, 2013).

Em fun¢do das suas caracteristicas morfoldgicas, principalmente relacionadas
com a permeabilidade da pele, os anfibios s@o altamente suscetiveis as alteracdes
ambientais, o que lhes confere o status de 6timos indicadores da qualidade ambiental
(Napoli & Caramaschi, 2000). Durante o periodo reprodutivo, as espécies de anuros
tendem a se reunir nas adjacéncias de corpos d’agua, permanentes ou temporarios, onde
vocalizam para atrairem as fémeas que depositam seus ovos no ambiente aquatico
(Duellman & Trueb, 1994). Muitas vezes algumas espécies coexistem partilhando o
mesmo espaco acustico, porém apresentando cantos de anuncio com estruturas e
freqiiéncias distintas (Cardoso, 1986; Cardoso & Vielliard, 1990; Abrunhosa et al., 2001).
Anuros que coexistem em um dado local geralmente utilizam recursos de maneira
diferente, o que pode contribuir para a manuten¢do da diversidade e diminuicdo da
competicdo interespecifica (Giaretta, 1994).

Muitos estudos estdo voltados para interpretar o papel de pressdes seletivas tais
como competicdo, predacdo e condi¢cdes ambientais sobre os padrdes de distribuigcdo
temporal e espacial de algumas espécies em termos de sua importancia no controle das

populagdes (Skelly, 1997; Silva & Rossa-Feres, 2007; Junca et al., 2008; Sanches &



Busch, 2008). Varios fatores podem influenciar a estrutura de uma populacdo (Bertoluci,
1998; Brommer €t al., 1998; Khonsue et al., 2002), e a determina¢do e as mudangas ao
longo dos anos facilita os estudos sobre as flutuagdes populacionais e suas causas naturais,
sendo importante na obtencdo de informagdes sobre reprodu¢do, mortalidade, longevidade
e outros fatores importantes na dindmica de populacdes (Toft, 1980).

A estratégia reprodutiva de uma espécie representa o conjunto de atributos
fisioldgicos, morfoldgicos e comportamentais que levam ao numero maximo de
descendentes considerando-se a condicdo ambiental e a diversidade genética existente na
populagdo (Duellman & Trueb, 1994). Em machos de anuros, a gametogénese pode ser do
tipo continua em espécies que habitam zonas tropicais, e descontinua em espécies
encontradas nas zonas temperadas apresentando um discreto periodo de reproducdo; ja a
gametogénese potencialmente continua é caracterizada pela interrup¢do parcial na
producdo de gametas em determinadas estacdes do ano, com as espermatogdnias primarias
continuando sensiveis a estimulacdo dos fatores responsaveis por tal evento (Lofts, 1974).

Algumas espécies por terem uma distribui¢do mais ampla, isto €, ocorrerem em
diferentes biomas, acabam tornando-se mais interessantes para estudos comparativos. Uma
destas espécies ¢ Physalaemus cuvieri Fitzinger, 1826 conhecida popularmente como ra
cachorro, devido a vocalizagdo que possui. Ocorre na Argentina, Paraguai, Bolivia e
possivelmente em planicies ao sul da Venezuela. No Brasil esta presente nas regides sul,
sudeste e nordeste, distribuindo-se, portanto, em ambientes com caracteristicas climaticas
bem distintas onde a quantidade e distribuicdo de chuvas e amplitudes térmicas diferem
como na Caatinga, Cerrado e Matas (Nimer, 1989).

O comprimento total desta espécie varia de 24 a 32 mm. A coloragdo dorsal é
variavel, usualmente com tonalidades de castanho e verde com manchas ou linhas escuras,

apresentando glandula cutanea semelhante & mancha circular escura, com centro claro e



larga faixa lateral escura. E uma espécie com reprodugio restrita as estagdes chuvosas, que
utiliza ambientes permanentes e temporarios para desovar, utilizando sitios alternativos
apenas em agregacdes superiores a 50 machos (Barreto & Andrade, 1995). Os machos
vocalizam no nivel da &4gua, abrigados na base da vegetacdo emergente, porém em
agregados com densidade superior a 50 machos vocalizam desabrigados da vegetacdo
(Bertoluci & Rodrigues, 2002). Os ovos sdo depositados em ninhos de espuma e eclodem
cerca de 70 horas apos a desova, com desenvolvimento larval de 45 dias, caracteristica esta
que possibilita a ocupacdo de ambientes tempordrios (Kwet & Di-Bernardo, 1999; Frost,
2013). Nao existem dados sobre a idade da primeira reprodug¢do para o género
Physalaemus, mas provavelmente os individuos de P. cuvieri se reproduzem na primeira
estac@o chuvosa apos a metamorfose (Andrade, 1995).

Os testiculos de P. cuvieri sdo o6rgdos pares ovoides organizados em unidades
menores chamadas de 16culos seminiferos. Nesta estrutura é onde ocorre a gametogénese,
sendo delimitadas por tecido conjuntivo frouxo, e entre os ldculos existe um tecido
formado por células de Leydig, fibroblastos, vasos sanguineos, ductulos eferentes e
melandcitos (Oliveira et al., 2002).

Os cromatéforos sdo células contendo granulos de pigmentos e estdo presentes
principalmente na derme e epiderme dos animais. Estas células podem ser classificadas
quanto ao seu conteudo pigmentar, sendo a mais conhecida denominada melandcito, que
sdo células grandes e irregulares, ¢ no seu conteudo citoplasmatico localizam-se os
pigmentos (melanina) armazenados em granulos denominados melanossomos, sendo a
propria célula que sintetiza esses pigmentos (Zieri et al., 2007). Estas células so
encontradas em diversos orgdos internos de anuros, porém esta caracteristica ndo ¢ Unica
dos anfibios, pois para todas as Classes de vertebrados ja foi registrada a presenga de

pigmentagdo visceral constituindo o sistema pigmentar extracutaneo (Galvan et al. 2011).



Os melanécitos podem ser classificados de acordo com sua localizagdo em
melandcitos cldssicos, presentes na cutis, € que possuem origem embriondria a partir de
melanoblastos oriundos da crista neural que migram através da via dorso-lateral para as
diferentes regides da pele; e melandcitos ndo-classicos, presentes no sistema pigmentar
extracutaneo oriundos de melanoblastos que apresentaram diferente destino embriondrio
que ndo a via dorso-lateral (Brito & Kos, 2008).

Diversos estudos ja mostraram a presenga de melandcitos em testiculos de
vertebrados como peixes (Louiz et al., 2009), anfibios (Zieri et al., 2007; Provete et al.,
2012), répteis (Guillette et al., 1983), aves (Hore, 1994; Galvan et al., 2011) e mamiferos
(Poole & Lawton, 2009). A pigmentagdo visceral ¢é estudada com enfoque em varios
angulos, inclusive buscando caracterizagdo taxonomica. Em estudos com Dendrobatidae,
Grant (2006) relata a presenga de melandcitos nos testiculos de Colostethus panamensis
com diferente pigmentacdo entre os antimeros. J& em Leiuperidae, varios estudos mostram
que um grande nimero de células pigmentadas estdo presentes na capsula e no intersticio
testicular, conferindo uma tonalidade marrom escura as gbnadas, visto em Physalaemus
cuvieri (Oliveira et al., 2002), Physalaemus fuscomaculatus (Aoki, 1969; Zieri, 2004),
Eupemphix nattereri, Physalaemus olfersii ¢ Pseudopaludicola falcipes (Oliveira & Zieri,
2005; Zieri et al., 2007). Entretanto, espécimes de Physalaemus marmoratus apresentam

diferente pigmentagdo entre os antimeros (Franco-Belussi et al., 2008).

OBJETIVOS

Através do presente trabalho comparamos, em diversos aspectos, populagdes de
P. cuvieri pertencentes a Mata Atlantica e Cerrado:

- Determinamos a diversidade genética das duas populacdes com o marcador

molecular ISSR (Inter Smple Sequence Repeats);



- Caracterizamos o ciclo reprodutivo destas populagdes, relacionando as variagdes
morfoldgicas gonadais com os fatores climdticos precipitagdo, temperatura, umidade
relativa do ar e velocidade do vento, através de uma Andlise de Correspondéncia Candnica;

- Relacionamos a quantidade de pigmentos presente nos testiculos com os
periodos pré-reprodutivo, reprodutivo e regenerativo através de ANOVA. Além disso,
analisamos em individuos de Eupemphix nattereri a relacdo entre a espermiogénese ¢ a
quantidade de pigmentagio testicular.

- Analisamos individuos que apresentaram gonadas intersexo pertencentes ao
bioma Mata Atlantica e relacionamos esta caracteristica com a presenga de contaminantes

na agua.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado em dois fragmentos pertencentes a biomas
distintos: Mata Atlantica e Cerrado (Fig. 1A, B). Foram feitas analises do ciclo reprodutivo
das duas populagdes de P. cuvieri (Fig. 2A) relacionando os morfotipos celulares da
espermatogénese com as varidveis ambientais destes biomas, durante os trés periodos do
ciclo reprodutivo ao longo de um ano: periodo reprodutivo, periodo regenerativo e periodo
pré-reprodutivo. Foi verificada ainda a relagdo existente entre as mudangas morfoldgicas
nas gonadas, intrinsecas a espermatogénese, durante estes trés periodos e a presenga de
pigmentacdo testicular. A relagdo entre a presenca de pigmentagdo nas gonadas e a
espermiogénese foi feita com animais que haviam ejaculado, para isto, outra espécie de
Leiuperidae: Eupemphix nattereri, foi utilizada uma vez que o nimero de espécimes em
amplexo durante o periodo reprodutivo € grande (Fig. 2B).

Todos os animais coletados foram encaminhados para laboratério (Licenga

Permanente IBAMA: 18573-1). Em cada experimento os espécimes foram anestesiados e



levados a obito por saturacdo em Benzocaina e abertos por laparotomia, seguindo o Guia

para o Cuidado e o Uso dos Animais de Laboratorio — Unesp (Protocolo 001/06 — CEEA).

Figura 1: Locais de coleta das popula¢des de P. cuvieri. (A) Fragmento de Mata Atlantica,
Municipio de Marmeleiro, PR; (B) Fragmento de Cerrado, regido de Sdo José do Rio
Preto, SP.

Figura 2: (A) Espécime de P. cuvieri; (B) Casal em amplexo de E. nattereri. Barra= lcm

As coletas foram realizadas da seguinte forma em cada bioma: (1) 5 individuos no
periodo pré-reprodutivo, caracterizado por poucos machos vocalizando em corpos d’agua,
auséncia de ninhos de espuma caracteristicos da espécie em campo, periodo de primavera-
inicio de verdo; (2) 5 individuos no periodo reprodutivo, caracterizado por muitos machos
vocalizando em corpos d’agua, presen¢a de ninhos de espuma, periodo de verdo; (3) 5

individuos no periodo regenerativo, caracterizado por machos sem atividade reprodutiva e



alimentar, periodo de inverno e outono. Para conseguir o material bioldgico de animais no
periodo regenerativo, apds a coleta dos individuos em campo ao final do periodo
reprodutivo, estes foram mantidos vivos em caixas feitas com armagdo de ferro e
envolvidas por tela de ago de 4 mm entre nés adjacentes, com dimensdes de 75¢cm x 50cm
x 50cm, onde permaneceram vivos até o inverno (Fig. 3). Ainda, foi colocada uma fémea
na caixa que ficou isolada dos machos em um compartimento menor, de tamanho
proporcional a area utilizada por cada macho. As caixas ficaram expostas ao ambiente
natural nos dois biomas estudados, e como eram envolvidas por telas, houve a entrada de
presas que serviram para a alimentacdo dos animais aprisionados. Além disso, foi colocado
um recipiente com agua dentro da caixa, e algumas folhas e pedras para caracterizar
melhor o ambiente. Estes recursos buscaram diminuir os efeitos da retirada dos machos de

seus habitats naturais.

Figura 3: Caixa utilizada no experimento para manuten¢do dos animais vivos durante o
periodo regenerativo. No detalhe as medidas e disposi¢do dos espagos.
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ABSTRACT

The greatest diversity of anurans in the world is in Brazil and one of the major challenges
is to reconcile the accelerated economic development with strategies that aim to maintain
this diversity in forest fragments, often representing ESUs of some biomes. This work
aimed to obtain data that will subsidize conservation projects through the pioneering use of
ISSR analysis in Neotropical anurans, estimating the intra- and interpopulation genetic
diversity of four populations of P. cuvieri (Parana and Sao Paulo regions). Of the 65 loci
scored, 58 were polymorphic, with 0.797 of intrapopulation variation and 0.203 of
interpopulation variation. The index of interpopulation genetic differentiation (Fst) proved
to be high among the population of Marmeleiro-PR and the three populations of SP (Fst >
0.288), and the genetic dissimilarity was related to the geographical distance. The ISSR
proved to be an efficient and useful molecular marker in comparison with other markers
most widely used for preliminary diagnosis of genetic diversity in populations of
amphibians, and could be applied as a tool for future conservation projects, since it could

identify potential ESUs and prepare decisions on the preservation of fragments.

Keywords: ESU; Fsr; Gene flow; Genetic structure; Molecular marker
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INTRODUCTION

Amphibians are considered relatively poor dispersers and highly philopatric
(Blaustein et al., 1994). Usually, anurans populations exhibit a high degree of spatial
structure, mainly when interpopulation distances exceed several kilometers (Shaffer et al.,
2000). Amphibians have become a focus for studies about the effect of habitat
fragmentation on genetic diversity and population differentiation (Reh and Seitz, 1990;
Hitchings and Beebee, 1998).

With more than 800 described species, Brazil has the highest species diversity of
frogs in the world, with many endemic species (SBH, 2011). The barker frog Physalaemus
cuvieri Fitzinger, 1826 occurs in Argentina, Brazil, Paraguay, Bolivia, Guyana and
possibly in the southern plains of Venezuela. In Brazil, therefore, P. cuvieri occurs in
environments with distinct climatic characteristics, where the amount and distribution of
rainfall and range of temperature differs, as in the Caatinga, Cerrado (Brazilian savannah)
and Forest (Nimer, 1989). Physalaemus cuvieri is a very small Leiuperidae (about 3 cm of
rostrum—anal length). It breeds in permanent, semi-permanent and temporary waterbodies,
and the eggs are laid in foam nests, attached to grass stems at the margin of the pond.
Males of P. cuvieri called on the water surface, floating by the inflation of vocal sacs and
lungs. Aggressive interactions among males are frequently observed, mainly during the
period of high activity levels (Barreto and Andrade, 1995). Studies using genetic molecular
markers (microsatellite and RAPD) to evaluate the variation and population genetic
structure of P. cuvieri have shown relatively low dispersion rates, high habitat fidelity and
specificity (Telles et al., 2006; Conte et al., 2011).

Nowadays in Brazil, one of the greatest scientific challenges is to reconcile

strategies that avoid the loss of an important part of biodiversity with economic
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development, mainly related to the agricultural activities (Ewers, 2005). The Atlantic
Forest and Cerrado were the most degraded biomes during this process of human
occupation, making small and isolated fragments be the only actual representatives of
native vegetation as well as its characteristic fauna (Ranta et al., 1998; Oliveira and
Marquis, 2002). These small fragments are still very important for maintenance the
diversity of amphibians, once it serves as a refuge for animals during the dry season, as a
day shelter during the breeding season, foraging area and even dispersal corridors (Silva
and Rossa-Feres, 2007; Silva and Rossa-Feres, 2011). According to the same authors, these
fragments collaborate with the maintenance of regional rainfall regimes, essential for
survival of most species of anurans.

One important components of biodiversity is the genetic variability, and with the
popularization of molecular techniques, it has become a tool for determining more
accurately whether a population has or not the minimum attributes for maintenance or if it
is at risk of extinction (Nei et al., 1975; Leberg, 1992). Thus, molecular techniques have
been used for several studies of anurans, and the most commonly used markers are the
allozyme (Spasic-Boskovic et al., 1999; Bisconti et al., 2011), RAPD (Telles et al., 2006;
Silva et al., 2007), mitochondrial DNA (Vences et al., 2005; Funk et al., 2007) and
microsatellites (Martinez-Solano and Garcia-Paris, 2005; Conte et al., 2011).

The ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) analysis has recently been used for
presenting excellent results and also by having a very low cost compared to other
techniques. In ISSR, fragments are amplified via PCR, obtaining dominant markers and
using only one primer (anchored microsatellite sequences) composed of three or four
repeating units of a microsatellite (often 18-20 base pairs) that may or may not have one to

four degenerate nucleotides anchored in the 3 'or 5' ends (Zietkiewicz et al., 1994). The
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amplified genomic segment is the one that lies between two blocks of microsatellite. Thus,
it is not necessary a previous knowledge of the region to be amplified, neither a time-
consuming nor an expensive step of genomic library construction (or cloning and
sequencing) as microsatellites markers. The higher reproducibility is an advantage that
makes the ISSR more promising than RAPD, due to the use of longer primers which
allows the use of high annealing temperature (45-60°C) leading to higher stringency
(Reddy et al., 2002), and increasing the repeatability of the experiment (for review, see
Semagn et al., 2006).

The extinction of genetically unique populations has largely taken place in this
century as a result of habitat destruction, pollution and overexploitation. The main agents
that cause a species to lose genetic variability are the isolation of populations and the
reducing of the population effective size. Such reductions may result in a decline in fitness
and eventual extinction (Carvalho and Hauser, 1998). The present study provides
preliminary data from the pioneering use of the ISSR technique in Neotropical anurans to
estimate the intra- and interpopulation genetic diversity in populations of P. cuvieri, and
verify the effectiveness of this technique to generate data that may subsidize proposals to

the conservation of threatened forest fragments.

MATERIAL AND METHODS

Three populations of P. cuvieri of Sdo Paulo (SP): Engenheiro Schmidt
(20°51°58.45”S; 49°18°29.07”W), Nova Itapirema (21°05°60.00”S; 49°31°60.00”W),
Talhado (20°40°51.01”’S; 49°17°34.57°W), and a population of Parand (PR): Marmeleiro
(26°08°58.43S; 53°01°31.77"W) were sampled (Fig. 1). Once this is a preliminary study

for presenting new and useful information on the utility of ISSR marker to assess the
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genetic variability on Neotropical anurans, only five male individuals were collected from
each population (we suggest to enhance the sampling size and the number of populations
for inferences on the genetic structure and conservation porpoises); they were anesthetized
and sacrificed in the laboratory by Benzocaine saturation, having fragments of liver
removed and stored in 100% ethanol for DNA extraction, performed with GenElute"
Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) following the manufacturer's
instructions.

For the amplification of ISSR fragments, the following primers were previously
selected and used (GGAC);A, (GGAC);C, (GGAC);T and (GGAC)s. The conditions for
DNA amplification via PCR were as recommended by Fernandes-Matioli et al. (2000),
with modifications. The amplification reaction mixture consisted of Tris-KCl, 2 mM
MgCl,, 0.92 mM primer, 0.38 mM dNTP, 1 U/ reaction Taq DNA polymerase, DNA (10
ng) and enough water to make up to volume of 13 pL. The amplification reactions were
performed in Eppendorf Mastercycler Gradient thermocycler scheduled for 4 cycles of 45s
at 94°C, 1 min at 51°C and 1 min at 72°C, followed by 29 cycles of 45s at 94°C, 1 min at
48°C and 1 min at 72°C. After the last cycle of amplification, the reaction mixture was
cooled and maintained at 4°C. Negative controls without DNA were included in each set of
amplifications. Samples consisting of 7 uL of PCR reaction mixture, after amplification,
were subjected to electrophoresis on 1.4% agarose gel, stained with ethidium bromide (0.2
ng/mL). Electrophoresis was performed in TBE buffer (Tris-borate), 5 V.cm™, for 4 hours,
the amplified fragments were visualized under ultraviolet light and the gel was
photographed for analysis. The size of the fragments was estimated by comparison with
100 bp ladder marker (Invitrogen ™). The fragments of ISSR were treated as dominant

markers and judged as binary characters: present (1) or absent (0), so a binary matrix was
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produced and from it estimated the indices of genetic diversity within and among
populations. The accuracy of band assignment was done by repeating in a minimum of five
replicates; the bands were bright enough that presence/absence scoring was not mixed-up
by simple intensity differences and the bands were distinct enough in size from the
surrounding bands.

The pairwise genetic distance matrix between individuals was obtained by Jaccard
similarity index, and used to construct the Neighbor-Joining dendrogram with the program
FreeTree and Mega 3.1. The scatter plot of principal coordinates was constructed using the
programs DistPCoA and Statistica 7.1. Genetic differentiation was estimated by applying
the Mantel test, with 10,000 permutations for the Jaccard similarity matrix using the
Mantel-Struct 1.0 program. The analysis of molecular variance, expected heterozygosity
and the value of genetic differentiation (Fst) were obtained using the program Arlequin
3.5.1.2. The linear regression between Fst and geographic distance was carried out using

Statistica 7.1 considering the data in Table 1.

RESULTS

Of the 65 loci scored, 58 were polymorphic, with 0.797 of intrapopulation
variation and 0.203 of interpopulation variation. The polymorphic vs total number of loci
per each primer was: 15/17 for (GGAC);A primer; 15/17 for (GGAC);C primer, 14/16 for
(GGAC);T primer and 14/15 for (GGAC)s primer. The primer (GGAC);A produced a
fragment of 250 bp uniquely from the population of Marmeleiro-PR and another fragment
of 210 bp uniquely from populations of SP. The amplified fragments ranged from 200 to

about 1,500 bp (Fig. 2A).
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The dendrogram analysis identified two main groups whose compositions
determine that there is a clear relationship between genetic distance and geographical
distance, and the population of Marmeleiro-PR proved to be differentiated from the other
populations analyzed (Fig. 2B). The scatter plot of principal coordinates built with the two
major eigenvectors (0.245 and 0.122 of variation, respectively), also obtained with the
Jaccard similarity index, corroborates the dendrogram, since it shows that the population of
Marmeleiro-PR is separated from the SP populations (Fig. 2C).

Genetic differentiation among populations of P. cuvieri quantified by the Mantel
test evidenced no significant correlation only between the populations of Eng. Schmidt-SP
and Talhado- SP (the smallest geographic distance), showing that these populations are not
genetically differentiated (p = 0.473, r = -0.011 and Zip000 < Z). Values of genetic
dissimilarity, which is the genetic variability within and among populations, were also
obtained through this test (Table 1). The intrapopulational genetic dissimilarity was almost
the same for all populations, being 0.469 in the population of Marmeleiro-PR; 0.449 in
Nova Itapirema-SP; 0.454 in Eng. Schmidt-SP and 0.446 in Talhado-SP. The expected
heterozygosity was almost the same for all populations, being 0.513 £+ 0.101 in
Marmeleiro-PR; 0.488 + 0.101 in Nova Itapirema-SP; 0.457 + 0.091 in Eng. Schmidt-SP
and 0.506 + 0.101 in Talhado-SP. The index of interpopulation genetic differentiation
(Fst) was high between populations of the two different regions PR/SP (Fst > 0.25),
moderate among the population of Nova Itapirema and the other two SP populations
(0.25> Fsr > 0.05), and not different among the populations of Schmidt and Talhado (Fst <
0.05). These results corroborate the genetic difference among Marmeleiro-PR population

and SP populations, and indicate that genetic dissimilarity are related to geographical
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distance, as the correlation between Fsr and geographic distance (p = 0.002, r = 0.966)

(Table 1, Fig 3).

DISCUSSION

Although the studied populations of P. cuvieri are present in small preserved
fragments of Atlantic Forest and Cerrado, the genetic variability present is high (around
0.45), and 0.797 of all variation is intrapopulation. A similar result was found by Telles et
al. (2006) in a study with RAPD marker in 214 individuals from 18 populations of P.
cuvieri, where most of the genetic variation was found among individuals of the same
fragment (0.898). When the authors analyzed only the 6 local populations with more than
12 individuals (12 to 23 individuals), the result obtained was qualitatively similar, and
indicated that unbalanced sample sizes and the relatively small sample size in some
populations did not qualitatively affect the evaluation of overall population genetic
structure (using AMOVA and Bayesian estimate of ). In relation to the expected
heterozygosity (He), our study shows high values ranging from 0.46 to 0.51. Similar results
were obtained by Conte et al. (2011) using microsatellite markers in 85 individuals from 5
populations (14 to 21 individuals/populations), with high observed heterozygosities (H,)
ranging from 0.31 to 0.59 (and H. ranging from 0.30 to 0.58). As already shown in other
studies, forest fragments can contribute for the maintenance of species diversity of frogs
(Silva and Rossa-Feres, 2007; Silva and Rossa-Feres, 2011), and the present study supports
that the genetic diversity can also be maintained, and thus the populations would be
potentially more protected from the extinction factor due to environmental changes.

Gene flow is geographically restricted to nearby populations, indicated by F'st that

increases in direct proportion to the distance. In our study, this correlation was observed,
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where the highest Fst occurred between populations of the two different regions PR/SP
(distance > 663.8 Km; Table I, Fig. 3). Similar results were obtained in P. cuvieri by Conte
et al. (2011) using microsatellite markers, with high Ggsr values (Gst > 0.20) observed
between populations isolated by long distances (ranging from 381 Km to 2936 Km). Telles
et al. (2006), in RAPD studies with P. cuvieri at a much smaller spatial scale, indicate that
genetic similarity among local populations tends to be slightly larger than expected by
chance alone. Lampert et al. (2003), working with populations of Physalaemus pustulosus
far between 260 meters on average, that is, a very small range of spatial distance, showed
strong positive correlation between genetic and geographic distances. Although the genetic
diversity can be either by mutation, genetic drift and selection, the differentiation between
populations tends to increase with the absence of gene flow, and these data can contribute
to the identification of evolutionarily significant units (ESUs) (Varvio et al., 1986). The
preservation of ESUs maximizes the potential for future evolutionary success of species or
population groups of species (Hey et al.,, 2003). The use of ESUs as targets for
conservation actions is increasing; so it is very important that preliminary studies identify
quickly, accurately and correctly an ESU. In the present study it was possible to determine
by the ISSR marker that the level of interpopulation genetic differentiation is high among
the population of Marmeleiro-PR and other SP populations (Fsr > 0.288), suggesting that
this population has a genetic composition quite different from the others.

The frequent occupation of many areas of agriculture and livestock has reduced
many characteristic biomes of Brazil to small fragments, surrounded by a landscape highly
modified and degraded with an edge effect greatly increased, which reflects in changes of
abiotic factors resulting from the abrupt transition between two adjacent ecosystems that

affect the populations dynamics (Murcia, 1995; Rambaldi and Oliveira, 2003). It can also
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be observed decreases in the potential for dispersal of species, the number of species and
population size, resulting in reduced genetic variability (Fahrig, 2003). According to
Ohmer and Bishop (2011), works from the last two decades indicate, mostly, the climate
change and habitat loss as the factors most related to the worldwide decline of amphibians.
Nevertheless, the small fragments are often the last remnants of a biota and start playing an
important role in the preservation of these species (Silva et al., 2011).

As recommended by Fraser and Bernatchez (2001) and Aleixo (2009), the degree
of vulnerability of an ESU should be assessed at the planning stage of conservation, to
prevent that a species listed as threatened has one of its ESUs compromised before
conservation action. The ISSR proved to be an efficient and useful molecular marker for
the preliminary diagnosis of genetic diversity in populations of amphibians; it has a low
cost, high repeatability, fast on getting results by not requiring prior knowledge of
sequence to be amplified. Moreover, for the preliminary diagnosis of genetic diversity, the
limited sample size should be compensated by a higher number of loci per sample. Thus, it
can be used as a tool, for future conservation projects, helping in making decisions about

the preservation of fragments, and identification of ESUs, even before it is compromised.
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Figure 1: Map of sampling sites of P. cuvieri populations in Brazil: Marmeleiro-PR (@),
Nova Itapirema-SP (+), Eng. Schmidt-SP (&) and Talhado-SP (m).
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Figure 2: Analysis of P. cuvieri populations through ISSR marker: (A) agarose gel
electrophoresis of PCR products obtained from the amplification of DNA samples using
the primer (GGAC);T; (B) Neighbor-joining dendrogram based on Jaccard similarity index
with 10,000 bootstrapping resamplings. (C) Scatter plot at main coordinates based on
Jaccard similarity index. (L) 100 bp ladder, (#) Marmeleiro-PR, (+) Nova Itapirema-SP, (&)
Eng. Schmidt-SP and (w) Talhado-SP.
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Figure 3: Linear regression between Fsr and geographic distance among P. cuvieri
populations.
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RESUMO

A reproducdo em anfibios esta sujeita a um controle hormonal influenciado fortemente por
fatores ambientais, determinando assim o ciclo gametogénico ao longo de um ano, que
pode ser continuo, potencialmente continuo ou descontinuo. Este estudo teve como
objetivo caracterizar o ciclo reprodutivo de P. cuvieri em populagdes da Mata Atlantica e
do Cerrado, relacionando as variagdes morfoldgicas gonadais com fatores climaticos
através de uma Anélise de Correspondéncia Canonica. O ciclo reprodutivo foi dividido em
periodos reprodutivo, regenerativo e pré-reprodutivo, € nos dois biomas estudados foram
capturados 5 machos em cada periodo Os testiculos foram retirados, fixados em
Karnovsky, incluidos em historesina, cortados a 2um e corados com Hematoxilina-eosina.
Foram caracterizados 7 tipos celulares representando o epitélio germinativo. A variancia
total ao longo do ciclo reprodutivo foi de 23 %, com autovalores para os dois primeiros
eixos de ordenagdo de 0,163 e 0,024, sendo responsaveis, respectivamente, por 68,7% e
10,2% da variancia total acumulada na média ponderada dos tipos celulares com relagdo as
4 varidveis ambientais analisadas. O teste de permutacdo de Monte Carlo indicou que os
tipos celulares e a precipitagdo foram significativamente correlacionados. O periodo
regenerativo foi caracterizado pelo tipo celular espermatogdnia I, que inicia a
gametogénese com o aumento da precipitacdo, sucedendo-se entdo o periodo pré-
reprodutivo caracterizado pelos tipos celulares espermatide I e II. O inicio do periodo
reprodutivo, caracterizado pelo alto ntimero de espermatozodides, ¢ determinado pelo
aumento da temperatura e da umidade relativa, assim como diminuicdo da velocidade do
vento. Embora ao longo do ano o comportamento reprodutivo de vocaliza¢do, amplexo e a
presenca de desovas ndo tenham ocorrido nos mesmos meses nos diferentes biomas, a

composi¢do e a modificacdo dos tipos celulares de cada periodo em resposta as mudancas
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climaticas coincidiram, confirmando que tanto o controle hormonal quanto os fatores

ambientais influenciam o ciclo gametogénico.

Palavras chave: Anura, Andlise de Correspondéncia Candnica, Espermatogénese,

Variaveis Ambientais
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INTRODUCAO

A estratégia reprodutiva pode ser descrita como o conjunto de atributos
fisiologicos, morfologicos e comportamentais que levam ao numero maximo de
descendentes sob condigdes ambientais especificas (Duellman & Trueb, 1994). O ciclo
reprodutivo em anfibios estd sujeito a um controle hormonal, que por sua vez,
considerando o aporte genético, ¢ influenciado por fatores ambientais que determinam o
ciclo gametogénico apresentado ao longo de um ano. Segundo Lofts (1974), este ciclo
pode ser classificado para anfibios como: (1) continuo, encontrado em anuros de regides
tropicas, onde a atividade gametogénica apresenta-se sem intervalos ao longo do ano; (2)
potencialmente continuo, embora o ciclo sofra uma interrupg¢do parcial, as espermatogonias
I estdo sensiveis a estimulacdo, podendo retomar sua atividade a qualquer momento e (3)
descontinuo, observado em anuros de regides temperadas que apresentam um periodo
reprodutivo muito curto, quando ha grandes modificacdes nos o6rgdos do sistema
reprodutor.

Os estudos com anfibios na época reprodutiva facilitam a observagdo de
determinadas caracteristicas presentes exclusivamente neste periodo. Algumas espécies por
terem uma distribuicdo mais ampla em diferentes biomas tornam-se mais interessantes para
estudos comparativos. Uma destas espécies ¢ Physalaemus cuvieri Fitzinger, 1826,
conhecida popularmente como ra cachorro, devido a vocalizagdo que possui. Ocorre na
Argentina, Paraguai, Bolivia e possivelmente em planicies ao sul da Venezuela. No Brasil
esta presente nas regioes sul, sudeste e nordeste, distribuindo-se, portanto, em ambientes
com caracteristicas climaticas bem distintas, onde a quantidade e distribuicdo de chuvas e
amplitudes térmicas diferem como na Caatinga, Cerrado e Matas (Nimer, 1989).

Grandes porg¢des da biodiversidade mundial encontram-se no Brasil, formando os

chamados biomas, que se referem a unidades bioldgicas compostas por fauna caracteristica
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a fitofisionomia, clima, altitude e solo de um determinado local (Walter, 1986). Devido ao
alto nivel de riqueza associado ao elevado endemismo, os biomas brasileiros acabam
constituindo importantes centros de biodiversidade; no entanto, nos ultimos anos, em
decorréncia do crescimento das grandes cidades e ocupacdo de amplas areas para as
praticas agropecudrias, estas unidades bioldgicas vém sendo crescentemente reduzidas a
pequenos fragmentos (Aleixo et al., 2010). Este alto nivel de devastagdo ambiental esta
presente em dois biomas brasileiros, a Mata Atlantica e o Cerrado, que representam
ecorregides prioritarias para a conservacdo em nivel mundial, os chamados “Hotspots” de
biodiversidade (Myers €t al., 2000).

A Mata Atlantica ¢ a segunda floresta tropical mais ameagada do Planeta, sendo
que atualmente esta reduzida a pouco mais de 7% de sua area original, embora ainda seja o
bioma mais rico em biodiversidade do Brasil. Esta riqueza de espécies se da pelas
caracteristicas que apresenta, sendo considerado um mosaico diversificado de ecossistemas
(IBAMA, 2013). Possui estrutura e composicao floristica bastante diferenciada, que podem
variar desde matas densas até regides com paisagem de campos nativos (Maack, 2012).
Tendo como elemento comum a exposi¢do aos ventos imidos vindos do Oceano Atlantico,
este bioma acompanha as caracteristicas climaticas das regides onde ocorre apresentando
um alto indice pluviométrico distribuido de forma homogénea ao longo do ano. Em média,
estes valores variam entre 1.800 e 3.600mm/ano, podendo chegar a 4.000mm/ano. No
Nordeste brasileiro as temperaturas médias anuais, presentes na Mata Atlantica, variam em
torno de 24°C, porém nas regides Sudeste e Sul as médias anuais sdo mais baixas ¢ a
temperatura pode ocasionalmente chegar a -6°C nos meses de inverno (IBAMA, 2013).

O Cerrado brasileiro ¢ reconhecido como a savana mais rica do mundo em
biodiversidade com a presenga de diversos ecossistemas (Gottsberger & Silberbauer-

Gottsberger, 2006). O Cerrado tipico ¢ constituido por arvores relativamente baixas (até
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vinte metros), esparsas, disseminadas em meio a arbustos, subarbustos e vegetacdo baixa
constituida, em geral, por gramineas (Eiten, 1972). As temperaturas médias anuais também
estdo entre 21 e 27°C podendo chegar a temperaturas acima de 40°C nos periodos mais
quentes e 12°C nos meses de inverno. Caracteriza-se por duas estacdes bem definidas, uma
seca com frequentes periodos de estiagem e outra chuvosa, sendo que a precipitacdo média
anual fica em torno de 1500 mm (IBAMA, 2013).

Muitas espécies sdo utilizadas como fortes indicadores de preservagdo destas
unidades biologicas, sendo os anfibios um grupo altamente suscetivel as alteracdes
ambientais em funcdo de suas caracteristicas bioldgicas. Estes animais acabam tendo um
papel fundamental em estudos de conservagdo no Brasil, uma vez que o pais abriga a maior
diversidade de anuros do mundo, com mais de 940 espécies descritas (Napoli &
Caramaschi, 2000; SBH, 2013). Os habitats acabam funcionando como fatores limitantes a
riqueza de espécies e determinantes para os modos reprodutivos, uma vez que espécies
dependentes de agua para a reproducdo reinem-se em habitats aquaticos disponiveis a
ovipostura ¢ ao desenvolvimento larval, formando-se agregacdes com alto potencial para
interagdes intra e interespecificas (Crump, 1974; Vasconcelos et al., 2010). Diferengas
temporais nas estagdes reprodutivas podem constituir fator importante no isolamento
reprodutivo de espécies que utilizam um mesmo habitat (Crump, 1974; Toft, 1985;
Bertoluci, 1998). Desta maneira, este estudo teve como objetivo caracterizar o ciclo
reprodutivo de P. cuvieri em populagdes da Mata Atlantica ¢ do Cerrado, relacionando as

variacdes morfoldgicas gonadais com alteracdes climaticas caracteristicas de cada local.

MATERIAIS E METODOS
As coletas dos espécimes de P. cuvieri foram realizadas em um fragmento de

Mata Atlantica (M.A.) localizado no municipio de Marmeleiro, PR (26°15°17.7” S;
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53°04°15.0”0), e em fragmentos de Cerrado (C.) na regido de Sao José do Rio Preto, SP
(20°47°07.05” S 49°21°42,09”°0), durante o ano de 2010. O ciclo reprodutivo foi subdivido
em trés periodos ao longo do ano conforme as diferentes atividades apresentadas pelos
anuros: (1) periodo reprodutivo, caracterizado pela alta densidade de machos vocalizando
em corpos d’dgua, além da presenca de desovas em campo - verdo; (2) periodo
regenerativo, caracterizado pela auséncia de atividade reprodutiva e forrageio da espécie -
inverno; e (3) periodo pré-reprodutivo, caracterizado pela presenca de poucos machos
vocalizando em corpos d’agua e auséncia de desovas da espécie em campo - primavera-
inicio de verdo.

Durante as coletas foram capturados cinco machos para cada periodo em cada um
dos biomas estudados, sendo que os espécimes do periodo de inverno foram obtidos
através de animais que haviam sido coletados no verdo nas duas regides, durante o periodo
reprodutivo e encaminhados a cativeiros nas respectivas regides de estudo. Este protocolo
foi utilizado, pois ¢ muito dificil a coleta de animais em campo no periodo de inverno, uma
vez que além do pequeno tamanho, ndo vocalizam e ficam escondidos em baixo de folhas
ou galhos secos no chio. Estes animais foram colocados em caixas feitas com armagéo de
ferro e envolvidas por tela de agco de 4mm entre nds adjacentes com dimensdes de 75cm x
50cm x 50cm, o que possibilitou a entrada de presas que serviram para a alimentacdo dos
animais aprisionados. Uma fémea foi colocada na caixa e mantida isolada dos machos em
um compartimento menor, de tamanho proporcional a area utilizada por cada macho dentro
da caixa. As caixas ficaram expostas ao ambiente natural até o periodo de inverno, sendo
que possuiam um recipiente com agua e algumas folhas e pedras para caracterizar melhor o
ambiente. Todos os recursos empregados buscaram diminuir os efeitos da retirada dos

machos de seus habitats naturais.
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Os animais dos outros dois periodos (pré-reprodutivo e reprodutivo), apds serem
coletados e encaminhados ao laboratorio, foram anestesiados e levados a &bito por
saturacdo em Benzocaina e abertos por laparotomia, seguindo o Guia para o Cuidado e o
Uso dos Animais de Laboratorio — Unesp (Protocolo 001/06 — CEEA). Os animais do
periodo de inverno s6 foram sacrificados quando iniciou este periodo.

Para analise em microscopia de luz foram retirados os testiculos, pesados e
imediatamente imersos em solucdo fixadora Karnovsky (tampao fostato Sorensén 0.1M,
tampdo fosfato pH 7.2 contendo paraformaldeido 5% e glutaraldeido 2.5%) e
encaminhados a rotina histoldgica (Ribeiro & Lima, 2000) para serem desidratados em
série alcodlica e incluidos em historesina (Leica-historesin embedding kit). Foram feitas
seccoes de 2um e coradas com Hematoxilina-eosina. Para cada animal foram analisados 15
campos fotografados com objetiva de 40x usando microscopio de epifluorescéncia BX 61,
acoplado com camera digital Olympus DP 71, utilizando-se o software de captura de
imagem DP Controller 3.2.1.276. O software de analise de imagem Image Pro-Plus
(Media-Cybernetics Inc.) foi utilizado para quantificar a area ocupada (um?) por diferentes
tipos celulares, considerando uma 4area total (campo) de analise de 94.121,37 ;,Lmz. Os tipos
celulares analisados foram: espermatogdénia I, espermatogoénia II, espermatocito I,
espermatocito I, espermdtide I, espermdtide II e espermatozodide. Para estimar as
diferengas existentes durante os trés periodos do ciclo reprodutivo entre peso das gdnadas
além da composicdo celular caracteristica utilizou-se ANOVA para amostras
independentes no nivel de significancia de 0.05.

As andlises em microscopia de luz buscaram caracterizar os morfotipos celulares
germinativos dos testiculos durante os trés periodos que compdem o ciclo reprodutivo
relacionando com as varidveis ambientais pluviosidade, temperatura, umidade relativa do

ar e velocidade do vento. Os dados meteoroldgicos foram obtidos através do Instituto
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Nacional de Meteorologia (INMET). Estes dados foram plotados em uma planilha, ¢ a
partir desta foram construidas duas matrizes. Na primeira matriz as linhas representavam
os espécimes ¢ as colunas representavam as médias de area dos tipos celulares; na segunda
matriz, as linhas representam o periodo do ciclo reprodutivo e as colunas representavam as
médias das varidveis ambientais.

Para avaliar as relagdes existentes entre os tipos celulares presentes nos testiculos
e as variaveis ambientais que caracterizavam os trés periodos foi realizada uma Analise de
Correspondéncia Canodnica (CCA), ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Monte
Carlo. A CCA tem sido usada principalmente em pesquisas ecoldgicas que analisam as
relagdes espécies-ambientes (McCune & Grace, 2002). Uma vez que (1) dois conjuntos de
dados sdo analisados simultaneamente, (2) o primeiro contém a ocorréncia de diferentes
tipos celulares e (3) o segundo descreve as condi¢des ambientais, a maior vantagem da
CCA sobre os outros métodos de andlise multivariada ¢ admitir um teste de significancia
das variaveis ambientais na determinagdo dos padrdes ambientais, o teste de Monte Carlo,
analisando os eixos associados com as varidveis usando os autovalores como teste
estatistico. Considerando a hipotese de nulidade testada de que ndo hé relagdes entre as
matrizes, as linhas na matriz secundaria sido aleatoriamente re-assinaladas dentro da
mesma, destruindo assim a relacdo entre as matrizes principal e secundaria, mas mantendo

inalterada estrutura de correlagcdo das varidveis na segunda matriz.

RESULTADOS

No presente estudo determinamos trés periodos que consistem no ciclo
reprodutivo de P. cuvieri sendo que estes periodos caracterizaram-se pelas particularidades
dos biomas analisados. Caracteristicas respectivas de cada periodo que confirmam o

comportamento reprodutivo como espécimes vocalizando, animais em amplexo e presenga
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de desovas foram as mesmas nos diferentes biomas, embora estas ndo tenham coincidido
nos mesmos meses ao longo do ano entre os dois biomas (Tab. 1).

Os testiculos apresentaram diferengas significativas no peso (F227=14.4897, p <
0.05) quando comparados periodo reprodutivo na Mata Atlantica (direito 0,0045 + 0,00072
e esquerdo 0,0035 £ 0,00044) e Cerrado (direito 0,0064 £+ 0,0009 e esquerdo 0,0046) com
periodo regenerativo na Mata Atlantica (direito 0,0012 £+ 0,0004 e esquerdo 0,0007 +
0,0002) e Cerrado (direito 0,0016 £+ 0,0009 e esquerdo 0,0006 + 0,00002). Nao houve
diferenca entre antimeros na composi¢ao dos morfotipos celulares que caracterizam todo o
ciclo reprodutivo a partir da andlise do epitélio germinativo, composto pelas seguintes
células: espermatogonia I, espermatogdénia II, espermatocito I, espermatocito I,
espermatide I, espermatide II e espermatozoide. Estas células associadas com grandes
células de Sertoli, que sustentam e nutrem o epitélio germinativo em desenvolvimento,
estavam presentes em estruturas funcionais denominadas de loculos seminiferos e a
produgdo de espermatozoides seguiu um padrido da borda do 16culo em direcdo a luz do
mesmo. Neste arranjo foi observada a existéncia de cistos espermatogénicos que
representam um agrupamento de células no mesmo estagio de diferenciagdo ao longo de
todos os periodos (Fig. 1).

As espermatogonias [ foram observadas como células isoladas, grandes e
volumosas apresentando cromatina granular e aspecto multilobular, sendo facilmente
identificadas isoladas na base do epitélio germinativo. Por outro lado, as espermatogonias
I foram observadas formando grupos celulares com nucleos mais intensamente e
homogeneamente corados em relagcdo as espermatogonias I; além disso, aparentam ter o
volume citoplasmatico e nuclear menor em relacdo as células anteriores. Os espermatdcitos
I sdo muitas vezes identificados pelos sinais de préfase na primeira divisdo meidtica,

apresentam grande volume celular e s3o menores que as espermatogonias I. Os
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espermatocitos II sdo menores, representando metade do tamanho dos espermatocitos I, e
apresentam nucleo homogéneo e arredondado. As espermatides I que apresentam-se como
células diminutas mudam sua morfologia de esférica para alongada pelo processo de
espermiogénese, passando a ser identificadas como espermatides I possuindo nucleo mais
compactado. Desde a fase intermedidria da espermiogénese ¢ possivel identificar um
arranjo em feixes das espermatides, sustentadas pelas células de Sertoli. Os
espermatozdides encontram-se no lumen dos ldculos seminiferos e possuem alta
compacta¢do nuclear, além da presenca de flagelo (Fig. 1).

Os resultados da Andlise de Correspondéncia Canodnica sdo apresentados nos
diagramas de ordenagdo (biplots) para os morfotipos celulares (Fig. 2). O nimero de
interacdes necessarias para se alcangar a solucdo estdvel para o primeiro eixo foi de 10,
enquanto para o segundo eixo apenas seis. A variancia total foi de 23 % com autovalores
para os dois primeiros eixos de ordenacdo de 0.163 e 0.024, sendo responsaveis,
respectivamente, por 68.7% e 10.2% da variancia total acumulada na média ponderada dos
7 tipos celulares com relagdo as 4 varidveis ambientais analisadas. Além disso, o teste de
permutacdo de Monte Carlo indicou que os tipos celulares e a precipitacdo foram
significativamente correlacionados (p < 0.05 para o primeiro eixo) (Tab. 2). Os tipos
celulares espermatide 1 e II e espermatozdide se destacaram no periodo de elevada
precipitacdo, enquanto que na seca, o tipo celular espermatogonia I foi elevado. Os demais
tipos celulares apresentaram baixos indices de correlagdo com o primeiro eixo de
ordenacdo, o qual foi explicado pela precipitacdo, revelando que o conjunto das demais
variaveis deve atuar em conjunto para determinar a disposi¢do observada; além disso,
outras varidveis ndo mensuradas poderiam atuar também.

O periodo reprodutivo foi caracterizado por alta produgdo de espermatozdides

(M.A. = 8218.08um” + 744.91; C. = 8665.508um” + 325.97); o periodo regenerativo foi
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caracterizado por baixa producdo de espermatozéides (M.A. = 1599.156um? + 459.24; C.
= 1304.83um’ + 283.03) e alta producdo de espermatogdnias I (M.A. = 18413.23um” +
826.36; C. = 19022.2um’ + 1045.17) e o periodo pré-reprodutivo foi caracterizado pela
alta producdo de espermatides I (M.A. = 6337.508um* + 71.65; C. = 6954.914pm* +
186.02) e espermatides II (M.A. = 12156.49um’ + 1220.67; C. = 10919.57um’ + 772.07)

(Tab. 3) (Fig. 3).

DISCUSSAO

No presente estudo foi constatado que a atividade gonadal em P. cuvieri é
reduzida ao longo do ano quanto a producdo de espermatozodides no periodo do inverno,
aqui denominado periodo regenerativo. Em anuros tropicais, os espermatozoides estdo
presentes nos testiculos ao longo de todo do ano, enquanto que em espécies de regides
subtropicais a produgdo de espermatozodides cessa durante os meses frios (Lofts, 1964).
Desta maneira, as gonadas passam a ter tamanho e peso reduzidos neste periodo, sugerindo
que o ciclo reprodutivo ndo deve ser continuo (Martori et al., 2005; Quiroga & Sanabria,
2012). Muitas vezes, apenas variagdes no tamanho da gonada podem ndo ajudar a
determinar o tipo de ciclo reprodutivo, uma vez que a auséncia de espermatozodides pode
ser compensada pelo aumento nos tecidos intersticiais (Sasso-Cerri et al., 2004). A
organizag@o nos testiculos dos morfotipos celulares (espermatogonias I, espermatogonias
II, espermatdcitos I e espermatdcitos II) em forma de cistos espermatogénicos observados
no presente estudo ¢ semelhante a de muitas espécies de anfibios e representa uma
caracteristica primitiva compartilhada com peixes, que determina uma diferenga temporal
das diferentes fases da espermatogénese (Norriz & Lopez, 2011).

Em trabalho com Lithobates catesbeianus foi verificado que o processo de

transformagdo de espermatogdnias em espermatozoides levou cerca de 40 dias para
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ocorrer, sendo que a fase de espermatogdnias, na qual ha proliferacdo através de mitose,
demorou 18 dias para terminar, ¢ a fase de espermiogénese apenas 8 dias (Segatelli,
Batlouni & Franga, 2009). Em mamiferos ¢ muito comum que haja uma semelhanga no
tempo dispensado para as diferentes fases da espermatogénese, provavelmente pelo rigido
controle endocrino que tem forte papel em mediar estas divisdes, fato que ndo ocorre em
vertebrados de grupos basais que possuem gametogé€nese cistica, onde ocorre maior
numero de um determinado tipo celular que outro, conforme o periodo do ciclo
reprodutivo; além disso, o periodo gametogénico pode ser interrompido ou ativado, sendo
modulado por fatores enddcrinos e ambientais (Paniagua et al., 1990, Franga & Godinho,
2003).

Pesquisas que abordam os aspectos reprodutivos em anuros devem considerar o
resultado de processos evolutivos ¢ o0 modo como as espécies interagem com o ambiente
que ocupam. Desta maneira, muitos estudos descrevem a variagcdo entre caracteristicas
reprodutivas e demograficas de maneira a sugerir hipdteses sobre as bases adaptativas e
seletivas para os padrdes apresentados. Fatores abiodticos, como a temperatura,
pluviosidade e umidade relativa do ar exercem importante influéncia sobre a atividade
reprodutiva dos anfibios anuros (Pombal Jr., Sazima & Haddad, 1994), sendo que o ciclo
reprodutivo de muitas espécies estd relacionado a fatores intrinsecos a area de estudo
(Toledo, Zina & Haddad, 2003). A maioria das espécies de regides caracterizadas por
sazonalidade se reproduz no periodo quente e imido, apresentando ciclo gametogénico do
tipo descontinuo (Donnelly & Guyer, 1994), enquanto que em regides onde ndo ha
sazonalidade, as espécies tendem a se reproduzir ao longo do ano e possuem ciclo
gametogénico do tipo continuo (Crump, 1974).

Com uma distribui¢do que contempla diversos ambientes com diferentes

caracteristicas climaticas, P. cuvieri reproduz-se em regides com sazonalidade definida,
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como ¢ o caso da Mata Atlantica, e regides sem sazonalidade ou pouco definida, como no
Cerrado Brasileiro. Estudos realizados por Moresco €t al. (in press) nas populagdes de P.
cuvieri pertencentes a estes dois biomas revelaram indice de diferenciac¢do genética (Fst) >
0.288, o que mostra que estas duas populacdes estdo altamente diferenciadas
geneticamente. Desta maneira, a diversidade genética pode permitir uma alta plasticidade
relacionada a sobrevivéncia e reproducdo em ambientes tdo variados, embora a estratégia
reprodutiva seja a mesma. A variabilidade genética ¢ uma importante caracteristica das
populagdes, em curto prazo para aptiddo dos individuos, € em longo prazo para a
sobrevivéncia da populacdo, pois permite adaptagdo a mudangas nas condi¢cdes ambientais
que ocorrem. Em pequenas populacdes isoladas a variabilidade genética pode ser
substancialmente reduzida através de deriva genética e endocruzamento, resultando na
perda de alelos e declinio na heterose. Tais redugdes podem resultar num declinio da
aptiddo e eventual extin¢do (Carvalho & Hauser, 1998).

Em estudos anteriores realizados com P. cuvieri foi verificado que esta espécie
apresenta reproducdo restrita ao periodo de estagdo chuvosa, utilizando-se de pogas
tempordarias e permanentes para a deposicdo dos ovos (Barreto & Andrade, 1995). Em
nosso estudo verificamos a freqiiente utilizagdo de pequenas pogas de dgua formadas pela
pisoteada do gado bovino no solo coberto por gramineas nos locais de coleta. Desta
maneira, a desova sempre ¢ feita em corpos d’dgua com vegetagdo rasteira proxima, o que
garante protecdo aos ninhos de espuma contra a dessecacdo, predagdo e possivel
deslocamento caso haja grande intensidade de ventos, sendo esta estratégia um dos fatores
que possibilita a existéncia desta e outras espécies de Physalaemus em ambientes tdo
heterogéneos (Heyer, 1969; Cei, 1980; Heyer et al.,1990; Barreto & Andrade, 1995; Zina,

2006).
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Arzabe (1991) analisou duas populagdes de P. cuvieri presentes na Caatinga
durante um periodo de seca, onde a média anual de pluviosidade foi menor que a metade
esperada. Uma das populagdes estava localizada em area extremamente arida e a densidade
de machos vocalizando foi muito baixa; a segunda populagdo estava em uma area coberta
por vegetacdo mesofila e a densidade de machos foi muito maior. Porém, ndo houve a
constatacdo de atividade reprodutiva nas duas areas, ou seja, parece que o indice de
pluviosidade ¢ tdo importante quanto a temperatura para que acontega o periodo
reprodutivo. Um fato interessante observado no presente estudo foi que apds alguns dias de
intensa precipitacdo o numero de machos vocalizando diminuia consideravelmente
conforme se afastava o ultimo dia de precipitacdo, mesmo os corpos d’agua estando ainda
cheios, indicando que a oxigenac¢do da agua e seu pH podem também determinar a
atividade reprodutiva.

Nossa pesquisa evidenciou que a variancia total dos tipos celulares explicada foi
de 23%, sendo o eixo 1 responsavel por 68,7% desta variagdo e a precipitagdo o fator
bidtico determinante para este eixo. Certamente outras variaveis estariam relacionadas com
a explicagdo completa do padrdo observado das variagdes testiculares ao longo do ciclo
reprodutivo da espécie. Ter Braak (1987) e Ter Braak & Prentice (1988) afirmam que
perturbagdes ndo-explicadas pela CCA sdo vistas como naturais, ndo comprometendo a
significancia das correlacdes encontradas, sendo que a varidncia restante pode estar
associada a varidveis ambientais ndo-registradas, como fotoperiodo, pH da 4gua,
evapotranspiracdo, entre outras. Através da CCA aplicada em nosso estudo foi possivel
indicar que o aumento da precipitacdo ¢ o fator determinante para que as gonadas saiam do
estado regenerativo para entrarem no estado pré-reprodutivo, ou seja, este fator estimula o
sistema endocrino que por sua vez determina o inicio da espermatogénese. Os demais

fatores ambientais analisados estdo mais relacionados com o processo de espermiogénese,



47

como verificado no eixo 2 (10,2% da varidncia total acumulada), determinante para o
inicio do periodo reprodutivo (Fig. 2). Estes dados corroboram nossas observagdes em
campo de que em dias onde ha aumento da velocidade do vento e/ou diminui¢do da
temperatura e/ou da umidade relativa, os animais ndo vocalizam na sua grande maioria,
mesmo ja estando no periodo reprodutivo.

A variagdo da morfologia testicular observada no presente trabalho ao longo do
ciclo reprodutivo coaduna com o padrdo de comportamento reprodutivo descrito para P.
cuvieri por Barreto & Andrade (1995), que embora esteja presente em regido Neotropical,
ndo apresenta ciclo reprodutivo continuo como normalmente descrito para esta area. Ao
que tudo indica, esta espécie apresenta um ciclo reprodutivo do tipo potencialmente
continuo, uma vez que ha um periodo do ano em que os animais apresentam baixa
atividade reprodutiva coincidente com o inverno. Este tipo de ciclo reprodutivo foi
observado por Ferreira, Santos Rosa & Mehanna (2009) para Leptodactylus podicipinus
em estudo realizado no Pantanal Sul-mato-grossense.

Em nosso estudo foi determinado um padrdo de morfotipos celulares presentes
nas gonadas que caracterizam o ciclo reprodutivo de P. cuvieri, sendo no periodo pré
reprodutivo encontrado um grande numero de espermatides em relagdo aos outros tipos
celulares, indicando que ja havia iniciado nos testiculos as divisdes celulares do tipo
meiose; além disso, foi possivel determinar que o processo de espermiogénese também
estava acontecendo, comprovado pela presenga de feixes de espermatides II. Este padrao
registrado no periodo pré-reprodutivo foi relatado por Ferreira, Santos Rosa & Mehanna
(2009) em estudos com L. podicipinus e L. chaquensis, sendo que para a primeira espécie o
periodo caracterizado por feixes de espermatides refere-se ao més de outubro e para a
segunda espécie refere-se aos meses de agosto e dezembro. Em nossa pesquisa a populagao

da Mata Atlantica permaneceu no periodo pré-reprodutivo durante os meses de agosto,
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setembro e outubro, enquanto a populagcdo do Cerrado apresentou esta caracteristica apenas
no més de outubro.

Nas regides tropicais de clima sazonal, a atividade reprodutiva de anuros esta
intimamente relacionada ao periodo chuvoso (Duellman & Trueb, 1986), sendo que este
padrao foi confirmado por outros autores (Hoogmoed & Gorzula, 1979; Aichinger, 1987,
Santos & Oliveira, 2008; Santos, Franco-Belussi & Oliveira, 2011). Em nosso estudo o
periodo reprodutivo foi caracterizado pela presenca de todos os tipos celulares nos 1dculos
seminiferos, sendo que os espermatozodides ocupavam grande porcao da luz destes 16culos
durante os meses de novembro, dezembro, janeiro e fevereiro na Mata Atlantica, e durante
os meses de novembro, dezembro, janeiro, fevereiro e marco no Cerrado. Desta forma,
assim que as temperaturas e precipitacdio comegaram a baixar houve interrup¢do do
periodo reprodutivo e os animais passaram a ndo produzirem mais espermatozdides.

Durante o periodo regenerativo os ldculos seminiferos se mostraram bastante
diminutos, preenchidos em sua maioria por espermatogdnias, caracterizando muito
provavelmente um periodo de reposi¢cdo de células germinativas através de mitoses. Por
muitos anos este periodo foi classificado como repouso gonadal, por acreditar-se que havia
baixa atividade celular, uma vez que os animais ndo estavam se reproduzindo. Porém,
recentemente em estudos com gdnadas de peixes foi proposta a classificagdo como periodo
regenerativo, ou seja, um estagio de intensa atividade celular para reposicdo de novas
espermatogonias para o proximo periodo reprodutivo (Wildner et al., 2013). Assim,
embora os animais ndo estivessem se reproduzindo, seu estado metabolico manteve as
atividades basais das gonadas.

Segundo Pinter, Storey & Utsch (1992), a temperatura se mostrou um fator
determinante para animais que apresentam ciclo reprodutivo do tipo descontinuo. Uma vez

que a temperatura estiver muito baixa e a precipitagcdo for alta, isto ndo estimulard o inicio
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do periodo de reproducgdo; da mesma forma, se a temperatura for alta e a precipitacdo nao
tiver sido suficiente, os animais ndo vocalizam, fatos estes observados em nosso estudo.
Frente a condi¢cdes adversas do ambiente, como reducdo drastica dos niveis de
pluviosidade, temperaturas elevadas ou severamente baixas, muitos organismos sdo
capazes de diminuir a taxa metabdlica permanecendo em um estado hipometabdlico
(Guppy, 2004). Em anfibios anuros este processo de redugdo metabdlica esta relacionado
com a estivacdo, que ¢ caracterizada por ajustes que incluem maior dependéncia da
oxidagdo de reservas de lipidios, reducdo da respiragdo cutdnea com menor perda da
evaporagdo cutanea da agua, e consequente acimulo de agua no corpo (Fuery et al., 1998;
Guppy & Withers, 1999). Fatores enddgenos, como regulagdo endocrina, determinam a
entrada do animal num estado de estivagdo, uma vez que mesmo exposto a luz ou oferta de
alimento o animal entra em dorméncia espontaneamente (Pinter et al., 1992).

Na maioria das espécies de anuros que estivam a diminui¢do da taxa metabdlica
associada com o habito de se enterrar ¢ muito importante para diminuir os efeitos causados
pelas altas temperaturas ¢ seca (Wither & Thompson, 2000; Booth, 2006; Cartledge et al.,
2006). Este fenomeno ndo foi observado em nosso experimento, quando os animais
permaneceram em caixas durante o inverno, sendo que, embora ficassem escondidos a
maior parte do tempo em baixo de folhas ou espacos entre as pedras, respondiam aos
estimulos externos, movimentando-se e até¢ alimentando-se quando alguma presa estava
disponivel.

Desta maneira, podemos concluir que P. cuvieri ndo entra em estado de estivacgao,
porém diminui bastante suas atividades no periodo regenerativo. Além disso, verificou-se
que as gonadas diminuem a produ¢do de espermatozoides durante o inverno, sendo este
processo re-estabelecido quando ocorre um aumento na temperatura e principalmente na

precipitacdo, fator ambiental este que se mostrou determinante para o re-inicio do periodo
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reprodutivo. E, embora estas caracteristicas tenham sido observadas nos dois biomas
estudados, certamente a diversidade genética particular de cada populagdo determina a

sobrevivéncia e reproducdo desta espécie em ambientes tdo heterogéneos.
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Tabela 2: Resultado do teste de Monte Carlo para Autovalores e Correlagdo espécie-

ambiente.
Dados randomizados
Eixos Dados reais Meédio Maximo Minimo p

Autovalores
1 0,163 0,029 0,007 0,080 0,0101
2 0,024 0,003 0,000 0,008

Correlagéo

espécie-ambiente

1 0,882 0,371 0,192 0,624 0,0101
2 0,984 0,289 0,105 0,579

Baseado em dados aleatorizados 99 vezes.
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Figura 1: Secc¢do histoldgica transversal de testiculo de P. cuvieri evidenciando tipos
celulares registrados no periodo reprodutivo: 1 = espermatogonia I, 2 = espermatogonias
I, 3 = espermatocitos I, 4 = espermatocitos II; 5 = espermatides I; 6 = espermatides 11, 7 =
espermatozdides e * = Formacdo em cisto espermatogénico. Coloracdo H/E. Barra
30um. Individuo de Mata Atlantica.
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Figura 2: Diagrama de ordena¢do produzido pela Analise de Correspondéncia Canonica.
(+) Tipos celulares: Epg 1 = espermatogdnia I, Epg Il = espermatogonia II, Esc I =
espermatocito I, Esc II = espermatoécito II; Epti [ = espermatide I; Epti II = espermatide II e
Epz = espermatozoide. Ciclo Reprodutivo: @ ® — Periodo Reprodutivo, @@ = perjodo
Pré-Reprodutivo, @ @ = Periodo Regenerativo. Varidveis ambientais representadas por

vetores: P = Precipitagdo, T = Temperatura, U= Umidade Relativa e V = Velocidade do
Vento.
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Figura 3: Secgdes histoldgicas transversais de testiculos de P. cuvieri: (A) Periodo
Reprodutivo, 1 = espermatozoéides; (B) Periodo Regenerativo, 2 = espermatogonias I; (C)
Periodo Pré-Reprodutivo, 3 = espermatide I e 4 = espermatide II. Coloragdo: H/E. Barra =
30um. Individuos coletados no Cerrado.
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RESUMO

Muitos estudos indicam que a melanina extracutdnea poderia atuar como antioxidante nos
tecidos. Neste trabalho determinamos a relagdo existente entre a area testicular pigmentada
de duas populagdes de Physalaemus cuvieri, e os periodos do ciclo reprodutivo (pré-
reprodutivo, reprodutivo e regenerativo). Além disso, analisou-se em individuos de
Eupemphix nattereri a relacdo entre a espermiogénese ¢ a area testicular pigmentada.
Foram coletados 15 individuos de P. cuvieri em cada populacdo, sendo a relagdo
pigmentacdo testicular e periodo reprodutivo avaliada através de ANOVA. Foram
coletados 10 casais em amplexo e 5 machos solitarios de E. nattereri para o grupo
controle, separados em trés grupos: 1 dia apos a ejaculacdo, 1 semana apds a ejaculacdo e
grupo controle. A relagdo entre a presenca de melandcitos e o processo de espermiogénese
foi mensurada através da correlacdo entre dreas ocupadas por espermatides e
espermatozdides com a area ocupada por melandcitos. Todos os animais tiveram seus
testiculos retirados, imersos em solucdo fixadora Karnovsky, incluidos em historesina para
cortes de 2um e coradas com Hematoxilina-eosina. Sobre o processo de espermatogénese
foi verificado um aumento significativo da area pigmentada nos testiculos de P. cuvieri
durante o periodo regenerativo, enquanto ndo houve mudang¢a da pigmentacdo relacionada
com o processo de espermiogénese. Uma provavel razdo seria a produgdo custosa de
melanina contra a acdo do estresse oxidativo tornar-se vidvel apenas para a manutencio da
integridade das células germinativas, armazenadas por um longo periodo nos ldéculos
seminiferos, durante o periodo regenerativo até o proximo periodo reprodutivo, este que &

caracterizado pelo tempo reduzido em que as células permanecem nos l6culos seminiferos.

Palavras chave: Anura, Estresse Oxidativo, Melanina, Sistema Pigmentar Extracutaneo,

Testiculos.



64

INTRODUCAO

Cromatoforos sdo células contendo granulos de pigmentos e estdo presentes
principalmente no sistema cutdneo dos animais. Estas células podem ser classificadas
quanto ao seu contetido pigmentar em melandcitos, que contém granulos de melanina com
coloragdo castanho escuro; iridéforos, que contém purinas e cristais de pteridina e
apresentam cor iridescente; xantéforos, que contém pteridinas e carotendides e apresentam
cores do amarelo ao laranja; eritréforos, que contém pteridinas e carotendides e apresentam
cores do laranja ao vermelho (Klaus, 2006).

Devido a melanina ser o pigmento mais comum encontrado nos vertebrados, os
melandcitos sdo as células pigmentares mais estudadas (Bossche et al., 2006). Estas células
apresentam uma morfologia irregular e grande volume citoplasmatico, onde estdo os
pigmentos armazenados em granulos denominados melanossomos, sendo que a propria
célula sintetiza estes pigmentos (Zieri et al., 2007). As células pigmentadas que
apresentam atividades macrofagicas sdo denominadas “células pigmentadas tipo
macrofago” (Micale & Perdichizzi, 1990), “melanomacrofagos” ou “macrofagos
pigmentados” (Manera et al., 2000); entretanto apresentam origem e fungdo diferentes dos
melandcitos, sendo presenca da melanina a inica semelhanca que se pode destacar.

Os melandcitos podem ser classificados de acordo com sua localizagdo em
melandcitos cldssicos, presentes na cutis, € que possuem origem embriondria a partir de
melanoblastos oriundos da crista neural que migram através da via dorso-lateral para as
diferentes regides da pele; e melandcitos nao-classicos, presentes no sistema pigmentar
extracutaneo oriundos de melanoblastos que apresentaram diferente destino embrionario
que ndo a via dorso-lateral (Brito & Kos, 2008). A presenca de melandcitos ndo-classicos
ja foi relatada em 6rgaos como olhos, ouvido, coragdo, sistema nervoso central, intestino e

gonadas (Steel & Barkway, 1989; Zareba et al., 2006; Franco-Belussi et al., 2009;
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Hearing, 2009; Levin et al., 2009; Moresco & Oliveira, 2009; Tu et al., 2009; Murillo-
Cuesta et al., 2010, Provete et al., 2012).

No sistema pigmentar extracutaneo os melandcitos localizam-se no proprio tecido
conjuntivo do 6rgdo ou de tecidos associados ao mesmo, como tunicas adventicias ou
membranas serosas (Franco-Belussi et al., 2011). Em muitos locais as células pigmentadas
apresentam aspecto dendritico com muitos prolongamentos citoplasmaticos repletos de
pigmentos. Quando ha deslocamento dos pigmentos para o centro da célula, esta se
apresenta com aspecto puntiforme e centro mais escuro (Wang et al., 1997; Rogers &
Gelfand, 1998; Rodionov et al., 1998; Oliveira & Zieri, 2005). Estas caracteristicas
morfoldgicas sdo semelhantes as apresentadas pelos melandcitos da cutis, porém nao
existem estudos que evidenciem semelhangas funcionais ou se este sistema estd
condicionado aos mesmos mecanismos que desencadeiam as mudangas de cor morfoldgica
da cutis (Meyer zum Gottesberge, 1988).

As células pigmentares na pele animal apresentam fungdes distintas, tais como
regulacdo do calor, protecdo contra raios prejudiciais e excrecdo de determinados produtos
metabolicos finais. Entretanto, a coloracdo para prote¢do e comunicagdo parece ser a
fun¢do mais importante dos cromatoforos na pele de teledsteos, e sabe-se que estas células
podem sofrer alteragdes em resposta a estimulos externos ou internos (Sugimoto et al.,
2005).

Ha anos que alguns pesquisadores tém observado que o sistema pigmentar pode
sofrer alteracdes devido a estimulos associados principalmente a mudancgas na intensidade
luminosa, cor do ambiente ou alteragcdo no contexto social, isto €, presen¢a de um predador
ou alteracdes na taxa de machos e fémeas da populacdo. A mudanca de cor morfologica é
aquela que ocorre de forma gradativa e seu resultado permanece por mais tempo, ¢ a

mudanca de cor fisioldgica € aquela que altera rapidamente a colora¢cdo do animal devido a
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migracdo dos pigmentos dentro dos cromatdforos (Bagnara e Hadley 1973; Sugimoto,
2002).

Diversos estudos ja mostraram a presenga de melanocitos em testiculos de
vertebrados como peixes (Louiz €t al., 2009), anfibios (Zieri €t al., 2007; Franco-Belussi €t
al. 2009, Provete et al. 2012), répteis (Guillette et al., 1983), aves (Serventy & Marshall,
1956; Hore, 1994; Galvan et al., 2011) e mamiferos (Scott & Fritz, 1979; Poole & Lawton,
2009). Muitos destes estudos tém buscado uma resposta fisioldgica para a presenca de
pigmentacdo extracutdnea que parece estar relacionada com a prote¢do do tecido associado
aos melandcitos, atuando como antioxidante e contra agentes toxicos (Levin et al., 2009;
Randhawa et al., 2009; Franco-Belussi & Oliveira, 2011); entretanto, ainda ndo sdo muito
bem compreendidas as relagdes com os fatores que alterariam sua ocorréncia. Por outro
aspecto, este sistema pode ser uma caracteristica taxondmica conservada, sendo sugerida a
sua utilizagdo como carater em estudos de filogenia (Christiansen et al., 1996; Zuasti et al.,
1998; Johnson €t al., 1999; Grant, 2004; Grant €t al., 2006; Franco-Belussi et al., 2009;
Provete et al., 2012).

Em anfibios, assim como em outros grupos animais, muitos dos eventos que
acontecem durante suas vidas acarretando mudancas bioquimicas, fisioldgicas e
morfoldgicas sdo controlados por varidveis abidticas (temperatura, fotoperiodo, umidade
relativa) e/ou variaveis bidticas (competi¢do intra e inter-especifica, predacdo), as quais
podem interagir de maneiras complexas e influenciar, por exemplo, o crescimento € o
desenvolvimento do girino (Duellman & Trueb, 1994) e até mesmo sua morfologia e
coloragao (McCollum & Leimberger, 1997).

O objetivo do presente trabalho foi determinar a relagdo existente entre a
pigmentacéo testicular ao longo do ciclo reprodutivo em Physalaemus cuvieri relacionando

a area de pigmentos testiculares com os periodos pré-reprodutivo, reprodutivo,
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regenerativo do ciclo reprodutivo. Além disso, analisamos em individuos de Eupemphix
nattereri, que haviam ejaculado, a relagdo entre as células envolvidas no processo de

espermiogénese e a area contendo pigmentacao testicular.

MATERIAL E METODOS
-Physalaemus cuvieri

Para o estudo sobre a pigmentagdo testicular anual em P. cuvieri foram coletados
15 individuos durante o ano de 2010 em dois biomas brasileiros: fragmento de Mata
Atlantica localizado no municipio de Marmeleiro, PR (26°15°17.7” S; 53°04°15.0”0) e
fragmentos de Cerrado na regido de Sdo José do Rio Preto, SP (20°47°07.05” S
49°21°42.0970).

As coletas foram realizadas da seguinte forma em cada bioma: (1) 5 individuos no
periodo pré-reprodutivo, caracterizado por poucos machos vocalizando em corpos d’agua,
auséncia de ninhos de espuma caracteristicos da espécie em campo, periodo de primavera-
inicio de verdo; (2) 5 individuos no periodo reprodutivo, caracterizado por muitos machos
vocalizando em corpos d’dgua, presenga de ninhos de espuma, periodo de verdo; (3) 5
individuos no periodo regenerativo, caracterizado por machos sem atividade reprodutiva e
alimentar, periodo de inverno e outono. Para conseguir o material biolégico de animais no
periodo regenerativo, apds a coleta dos individuos em campo ao final do periodo
reprodutivo, estes foram mantidos vivos em caixas feitas com armacdo de ferro e
envolvidas por tela com dimensdes de 75cm x 50cm x 50cm, onde permaneceram até o
inverno. Ainda, foi colocada uma fémea na caixa que ficou isolada dos machos em um
compartimento menor, de tamanho proporcional a area utilizada por cada macho. As caixas
ficaram expostas ao ambiente natural, € como eram envolvidas por telas, houve a entrada

de presas que serviram para a alimentacdo dos animais aprisionados. Além disso, foi
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colocado um recipiente com 4dgua dentro da caixa e algumas folhas e pedras para
caracterizar melhor o ambiente. Estes recursos buscaram diminuir os efeitos da retirada dos

machos de seus habitats naturais.

- Eupemphix nattereri

Para verificar se existem mudangas na pigmentacdo testicular apds a copula
optou-se por utilizar a espécie E. nattereri, que no periodo reprodutivo ¢ facilmente
encontrada em amplexo na margem de corpos d’agua; além disso, apresenta pigmentagao
testicular e faz parte da familia Leiuperidae assim como P. cuvieri. Foram coletados, no
més dezembro de 2010, 10 machos e 10 fémeas em amplexo e 5 machos para o grupo
controle que vocalizavam solitarios na regido de Sdo José do Rio Preto, SP. Os animais em
amplexo foram individualizados e mantidos em caixas contendo recipiente com agua
durante uma noite, para que as oviposi¢cdes, ejaculagdes e consequente fertilizagdes
ocorressem. As desovas foram mantidas em laboratorio até constatarmos a presenca de
girinos que comprovassem a fertilizagdo. Desta maneira, os cinco primeiros animais que
cruzaram foram sacrificados apos 24 horas da ejaculagdo. Os outros cinco animais que
cruzaram foram sacrificados apds uma semana da ejaculagdo. Os cinco animais do grupo

controle foram sacrificados assim que chegaram ao laboratorio.

- Anadlise histologica

Todos os animais analisados foram anestesiados e levados a obito por saturacdo
em Benzocaina e abertos por laparotomia, seguindo o Guia para o Cuidado ¢ o Uso dos
Animais de Laboratorio — Unesp (Protocolo 001/06 — CEEA).

Para andlise em microscopia de luz foram retirados os testiculos, pesados e

imediatamente imersos em solucdo fixadora Karnovsky (tampao fostato Sorensén 0.1M,
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tampao fosfato pH 7.2 contendo paraformaldeido 5% e glutaraldeido 2.5%), e
encaminhados a rotina histoldgica (Ribeiro & Lima, 2000) para serem desidratados em
série alcodlica e incluidos em historesina (Leica-historesin embedding kit). Foram feitas
secgoes de 2um (Microtomo Leica RM2255) e coradas com Hematoxilina-eosina. Para
cada animal foram analisados 15 campos fotografados com objetiva de 40x usando
microscopio de epifluorescéncia BX 61, acoplado com camera digital Olympus DP 71 em
conjunto com o software DP Controller 3.2.1.276. O software de anélise de imagem Image
Pro-Plus (Media-Cybernetics Inc.) foi utilizado para quantificar a area ocupada (um?) por
pigmentos de melanina considerando uma area total de analise de 94.121,37 pm®
relacionando com o periodo do ciclo reprodutivo.

Os testes estatisticos foram realizados utilizando-se o programa Statistica 7.0
(2004). Os valores obtidos referentes a area ocupada por melandcitos testiculares (um?)
nos trés periodos observados foram logaritimizados e analisados através de uma ANOVA
para amostras independentes no nivel de significancia de 0,05. Também analisamos através
de ANOVA o produto entre area ocupada por melandcitos testiculares e o peso da gonada.
Para a comparagdo complementar entre grupos foi utilizado o teste de Tukey, sendo que
todas as varidveis foram testadas quanto a homogeneidade de varidncia pelo teste de
Levene’s. Para verificar se havia relagdo entre a presenca de melandcitos e os tipos
celulares relacionados com o processo de espermiogénese foram comparados as areas
ocupadas por espermatides e espermatozéides (um?) com a area ocupada por melandcitos
(um?), numa 4rea total de analise de 94121.37um? nos dois grupos apds a ejaculagdo e

grupo controle, correlacionando estes dados.
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RESULTADOS

Foi verificado que nas duas populagdes de P. cuvieri houve a presenga de
pigmentagdo testicular em todos os individuos pertencentes aos trés periodos observados
(pré-reprodutivo, reprodutivo e regenerativo). As génadas se apresentaram como Orgaos
ovoides com pigmentacdo intensa de melanina (Fig. 1A). Foi possivel observar unidades
morfoldgicas denominadas de léculos seminiferos que abrigam o epitélio germinativo
cistico, sendo que no arcaboug¢o de tecido conjuntivo entre estes loculos estavam

distribuidos os pigmentos de melanina (Fig. 1B).

- Melanocitos testiculares ao longo do ciclo reprodutivo: Physalaemus cuvieri
Periodo pré-reprodutivo

Os animais apresentaram gonadas com peso médio de 0.0051 + 0.0022g. As
gbnadas caracterizaram-se por apresentar area locular média de 31097.85 + 1394.01pum?,
sendo preenchida principalmente por células do tipo espermatide I e espermatide II além
dos outros tipos celulares caracteristicos, evidenciando o periodo pré-espermiogénico;
desta forma, na luz de muitos l6culos ndo foi observada a presenca de espermatozoides
formados, embora eles estivessem presentes em alguns loculos (Fig. 1B). A drea ocupada
por pigmentos de melanina representou em média 1603.12 + 216.62 pm’.
Periodo reprodutivo

Neste periodo caracterizado por intensa atividade de vocaliza¢do dos animais em
campo foi verificado que as génadas apresentaram peso médio de 0.0046 + 0.0017g. A
area locular média foi de 29758.01 + 920.17um?, sendo que a presenca de espermatozéides
na luz dos loculos caracterizou esta fase de maturidade gonadal, que possui também os
outros tipos celulares comumente encontrados (Fig. 1C). A area ocupada por pigmentos de

melanina representou em média 947.36 + 153.15 pm®.
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Periodo regenerativo

Este periodo foi caracterizado por auséncia das atividades de vocaliza¢do dos
animais em campo, porém com intensa atividade de divisdo mitotica nos testiculos; foi
verificado que as gonadas apresentaram peso médio de 0.001 + 0.0006g evidenciando uma
diminui¢do do volume testicular. A 4rea locular média foi de 16194.97 + 2188.24um?,
apresentando em seu interior principalmente espermatogonias I e espermatogodnias II, além
de espermatdcitos I (Fig. 1D), sendo rara a presenca de espermatides II e espermatozdides.
A érea ocupada por pigmentos de melanina representou em média 13197.45 + 2359.13
pm’.

Houve altera¢do na area ocupada por melandcitos testiculares ao longo do ciclo
reprodutivo. Esta diferenca foi significativa tanto quando avaliamos a area ocupada pelos
melandcitos, ou relacionamos a area ocupada por melandcitos com o peso testicular.
Conforme evidenciado pelo teste de ANOVA, houve uma diferenca significativa na
presenga de pigmentacdo quando comparados os trés periodos (Fig. 2). Através do Teste de
Tukey ao nivel de 5% para comparacdo entre periodos, pode-se confirmar que houve
diferenga significativa entre os trés periodos, sendo que a diferenca da pigmentagdo

testicular foi maior quando comparado o periodo regenerativo com os outros dois periodos.

- Melandcitos testiculares apds ejaculagdo: Eupemphix nattereri

Pode-se afirmar que nido aconteceram alteragdes significativas na pigmentagao
testicular quando comparados os trés grupos analisados de E. nattereri, pos-ejaculagdo. O
grupo controle caracterizou-se pela elevada quantidade de espermatozodides presentes em
seus 16culos seminiferos (14376.64 = 922.64); o grupo analisado um dia apos a ejaculagao
apresentava loculos seminiferos com poucos espermatozoéides (1885.27 + 394.89) e muitas

espermatides (12669.52 + 1550); o grupo analisado uma semana apds a ejaculagdo
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apresentou as mesmas caracteristicas do grupo controle, ou seja, alta densidade de
espermatozdides (13188.62 + 1233.5); porém ndo houve correlagdo entre a area ocupada
por espermatides e a area ocupada por pigmentos (r=0.044, p=0.88 e N=15). Da mesma
maneira ndo houve correlagdo entre a area ocupada por espermatozoides e a area ocupada
por pigmentos (r=-0.05, p=0.86 e N=15), de maneira que a pigmentacdo testicular

apresentou-se inalterada ao longo deste periodo apds a ejaculagdo dos animais (Fig. 3).

DISCUSSAO

Pesquisas que abordam a funcionalidade do sistema pigmentar extracutdneo
apontam que a melanina atuaria em diversos o6rgdos de vertebrados para impedir o estresse
oxidativo (Solano et al., 2000; Liu et al., 2005; Zadlo et al., 2006; Zareba et al., 2006;
Laurell et al., 2007; Hearing, 2009; Levin et al., 2009; Randhawa et al., 2009; Tu et al.,
2009; Murillo-Cuesta et al., 2010, Galvan, 2011). Este estresse ¢ definido como um
acumulo de espécies reativas de oxigénio, ou seja, radicais livres que resultam na indugéo
de danos celulares (Sies, 1986; Sies, 1993; Halliwell, 1994).

Nosso estudo verificou que a intensa pigmentacdo testicular esta presente num
periodo onde as populagdes caracterizam-se por baixa atividade metabdlica e auséncia de
comportamento reprodutivo, fato observado também em outras pesquisas que analisaram
gbonadas de aves e relacionaram o aumento da pigmentagdo com o periodo durante o qual
os animais ndo se reproduzem (Anthony & Buss, 1974; Lake, 1981; Agrawal & Bansal,
1983; Hore et al., 1994). Anteriormente denominado de repouso gonadal, este periodo de
baixa atividade foi recentemente classificado em gonadas de peixes como periodo
regenerativo, ou seja, um estagio de intensa atividade celular (Wildner et al., 2013). Esta
nova classificagdo parece mais adequada que a anterior uma vez que traduz este periodo

representado pela proliferacdo de espermatogonias para o préximo ciclo reprodutivo. Desta
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maneira, a existéncia de uma area maior de pigmentos de melanina durante o periodo
regenerativo € justificavel, visto que as células germinativas ficardo armazenadas por um
longo periodo nos l6culos seminiferos até a proxima ejaculagdo, podendo ficar exposto ao
estresse oxidativo do tecido por varios meses. Por outro lado, o fato de termos observado
uma area maior contendo pigmentacdo durante o periodo pré-reprodutivo em relagdo ao
periodo reprodutivo pode ser justificado pelo fato destes pigmentos ainda ndo terem sido
eliminados em sua maioria, fato observado no periodo seguinte.

Os radicais livres sdo produzidos pelo citoplasma celular, mitocondrias ou
membrana plasmatica de células, em processos naturais e constantes que ocorrem nos
tecidos durante o transporte de elétrons, reagdes enzimaticas, reagdes de auto-oxidacio,
pelo grupo heme de proteinas, ou ainda, pela exposicdo a fatores exdgenos como radiagio
gama e ultravioleta (Halliwell & Gutteridge, 2007). Estes radicais podem motivar danos a
lipidios, carboidratos, proteinas, além de outros componentes celulares bem como ao
DNA, onde causam modificagdes de bases e outros danos como quebras no DNA e ligagao
cruzada proteina-DNA (Godar et al., 1993; Cadet et al., 1997, Slupphaug et al., 2003;
Cooke et al., 2003). Desta forma, as células e tecidos possuem uma série de defesas
capazes de evitar o efeito deletério destas substancias toxicas geradas pelo metabolismo
aerdbio e podem ser produzidas endogenamente ou adquiridas através da dieta, sendo um
destes mecanismos a producdo de melanina, uma vez que a enzima L-tirosinase precisa ser
oxidada para formar DOPA a partir de tirosina e dar continuidade da via metabdlica da
melanina.

Gavan et al. (2011), observando a pigmentagdo testicular em aves, propuseram
que caso a melanina tivesse uma fun¢do de proteger células germinativas do estresse
oxidativo, esta caracteristica de apresentar pigmentos nos testiculos teria sido selecionada

ao longo da evolucdo. Considerando-se que a produgdo de melanina ¢ metabolicamente
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custosa, este recurso de prote¢do permaneceu apenas nas espécies na qual a taxa de
mutacdo no DNA mitocondrial fosse alta o bastante para compensar o custo do reparo. Em
outros casos, a caracteristica pode ter permanecido apenas por inércia filogenética, o que
explicaria os padrdes encontrados em espécies pertencentes a mesmo género ou familia em
anfibios (Franco-Belussi et al., 2009; Franco-Belussi et al., 2012; Provete et al., 2012).
Esta situacdo ¢ possivel, uma vez que os genes relacionados com o processo de produgdo
de melanina sdo nucleares e ndo apresentam nenhuma relagdo ou regulagdo sobre os genes
mitocondriais (Bensch et al., 2006).

Segundo Cortopassi & Arnheim (1990), o DNA mitocondrial acumula mutagdes
com o passar do tempo em consequencia das caracteristicas particulares que apresenta
como: localizagdo proxima da cadeia respiratoria, que € uma fonte de radicais livres nesta
organela, auséncia de histonas, auséncia de introns e sistema de reparo pobre, sendo que
muitas mutacdes sdo deletérias e afetam diretamente o complexo enzimatico da cadeia
respiratdria, bem como a producdo de RNA transportador ¢ RNA ribossdmico que sdo
essenciais para a expressdo do DNA mitocondrial (Clayton, 1982). Em locais onde as
divisdes celulares ocorrem com alta freqiiéncia, o acimulo destas mutagdes ndo reparadas
poderiam ser passadas adiante para inimeras novas geracdes celulares que teria sua
funcionalidade mitocondrial comprometida (Wallace, 1992).

Em nosso estudo analisamos ainda a relacdo entre a atividade dos melanocitos
testiculares e o processo de espermiogénese. Nesta fase as células passardo por um
processo de alteragdes morfoldgicas e bioquimicas para tornarem-se espermatozdides
funcionais (Phillips, 1974; Rastogi et al., 1988). Apos o inicio da espermiogénese, as
espermatides e posteriores espermatozdides ndo passardo muitos dias armazenados nos
loculos seminiferos, uma vez que estardo sob ag¢do de fatores externos e internos que

estimulam o periodo reprodutivo, sendo que, quando ndo utilizados, sdo rapidamente
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absorvidos pelo organismo (Gilbert, 2010). Desta maneira, considerando a possibilidade da
melanina ser produzida para proteger células que permanecerdo longo tempo em contato
com espécies reativas de oxigénio presentes nos tecidos, energeticamente ndo compensaria
a produgdo de melanina para estas células que permanecerdo pouco tempo nos ldculos
seminiferos.

Em trabalho realizado por Franco-Belussi & Oliveira (2011) com E. nattereri, foi
verificado que houve um aumento da pigmentagdo na superficie testicular sob condi¢des de
endotoximia induzida experimentalmente por lipopolissacarideos (LPS) de Escherichia
coli. Este aumento foi observado nos grupos analisados 2 horas, 6 horas e 12 horas apds a
aplicagdo via peritoneal, sendo que houve um decréscimo progressivo nos grupos apos 24
horas e 48 horas da aplicagdo. O LPS ¢ um fator de viruléncia, determinando efeitos
bioldgicos que resultam na amplificagdo das reagdes inflamatdrias. Segundo Bianchi &
Antunes (1999) o estresse oxidativo aumenta devido a processos inflamatorios, desta
maneira podemos inferir que o mecanismo de ativacdo dos melandcitos testiculares pode
ter sido ativado para a protecdo do tecido, corroborando nossos resultados. Por outro lado,
Luger & Brzoska (2007) indicam a atividade antiinflamatéria do aMSH (a-Hormonio
Estimulante de Melandcito), um tipo de melanocortina que apresenta efeito direto sobre
células do sistema imune, modulando a atividade inflamatoria de proliferacdo celular e
migracdo. Desta forma, nos estudos de Franco-Belussi & Oliveira (2011) a resposta de
aumento da pigmentacdo nos testiculos pode ser ainda em decorréncia do aumento da
producdo de aMSH como resposta a exposicdo do LPS, representando assim um efeito
secundario o aumento da pigmentagao.

E conhecido que mecanismos neuronais e hormonais sdo responsaveis pelo
movimento de pigmentos em cromatdforos de peixes e em alguma espécie de répteis,

embora cromatdéforos de outros animais vertebrados ectotérmicos estejam somente sob o
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controle hormonal (Erickson, 1998). O horménio que regula a produ¢do de melanina nos
melandcitos € o MSH (Hormonio Estimulante de Melandcito), sendo produzido na hipofise
e transportado até os cromatoforos através da circulagdo (Castrucci et al., 1984; Hadley, et
al., 1985; Filadelfi & Castrucci, 1994). Este hormoénio causa a dispersdo dos granulos de
pigmento, promovendo alteragdo da cor do tegumento em vertebrados ectotérmicos
(Bagnara & Matsumoto, 2006). Também na hipdfise ¢ secretado o MCH (Hormdnio
Concentrador de Melanina) que tem efeito oposto, ou seja, agrega os granulos de melanina
em peixes, aves ¢ mamiferos, sendo que em anfibios e répteis tem efeito contrario
dispersando os pigmentos, porém, com efeito, relativamente curto em comparagdo ao MSH
(Ide et al., 1985).

Pode-se concluir que houve um aumento significativo da 4rea contendo pigmentos
nos testiculos durante o periodo regenerativo, caracterizado pelo aumento das
espermatogonias I e II, sendo que estas células sdo armazenadas até o proximo periodo
reprodutivo nos loculos seminiferos, permanecendo expostas por um longo tempo a agédo
do estresse oxidativo comum dos tecidos. Assim, a produgdo custosa de melanina torna-se
viavel para a manutencdo da integridade das células germinativas. Porém, com o inicio do
periodo pré-reprodutivo ocorre uma diminuicdo na producido de melanina culminando em
menor area de pigmentagdo testicular observada no periodo reprodutivo, sendo este fato
justificado pelo curto periodo que células como espermdtides e espermatozoides
permanecem nos loculos seminiferos, cuja intensa produ¢do de melanina ao longo de todo

0 ano tornar-se-ia biologicamente custosa, refletindo a pequena propor¢do encontrada nos

tecidos durante o periodo reprodutivo.
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Figura 1: Secc¢do histologica transversal de testiculo de P. cuvieri evidenciando
pigmentacdo (seta branca) ao longo do ciclo reprodutivo de Physalaemus cuvieri: (A)
anatomia testicular, loculos seminiferos escurecidos pela presenga de melandcitos (*); (B)
Periodo pré-reprodutivo, caracterizado pela grande quantidade de espermatide I (seta preta)
e espermatide II (cabeca de seta) presentes no interior dos loculos; (C) Periodo
reprodutivo, caracterizado por intensa presenga de espermatozdides no limen locular (seta
preta); (D) Periodo regenerativo, caracterizado pelo alto nimero de espermatogonias I (seta
preta) que evidenciam muitas divisdes mitdticas além de espermatogdnias II (cabega de
seta) e espermatdcitos | indicando inicio da primeira divisdo meidtica (*). Individuos de
Mata Atlantica.
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Figura 2: Teste de ANOVA: variagdo da pigmentagdo testicular ao longo do ciclo
reprodutivo de Physalaemus cuvieri. (A) Logaritmo da Média da area ocupada por
melandcitos testiculares em um total de 1239.58um2 (com desvio padrio) (ANOVA:
F227=762.77 ¢ p < 0.05; Tukey: p < 0.05; letras diferentes representam valores
estatisticamente diferentes). (B) Logaritmo do produto entre Média da area ocupada por
melandcitos testiculares em um total de 94121.37um” e peso da gonada (com desvio
padrdo) (ANOVA: F,,7;=19734 e p < 0.05; Tukey: p < 0.05; letras diferentes representam
valores estatisticamente diferentes).
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Figura 3: Correlagdo linear: variagdo da pigmentacdo testicular apos a ejaculagdo de
Eupemphix nattereri. (A) Auséncia de correlagdo entre area ocupada por espermatides e
area ocupada por melanécitos (r=0.044, p > 0.05). (B) Auséncia de correlagdo entre area
ocupada por espermatides e area ocupada por melanécitos (r=-0.05, p > 0.05).
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RESUMO

Representando um reflexo da atividade antrépica, o nivel de compostos
xenobioticos nos ecossistemas aquaticos vem aumentado nos ultimos anos, trazendo
severos prejuizos ao meio ambiente. O presente trabalho relata a ocorréncia de
malformagdo em gonadas de espécimes de Physalaemus cuvieri de uma popula¢do de Mata
Atlantica no Sul do Brasil. Foram coletados 20 espécimes machos que tiveram seus
testiculos retirados, imersos em solucdo fixadora Karnovsky, incluidos em historesina para
cortes de 2um e coradas com Hematoxilina-eosina. Quatro espécimes apresentaram
caracteristica de gonada intersexual com a presenca de espermatozdides e ovocitos.
Através do marcador genético ISSR (Inter Smple Sequence Repeat), a relagdo parental
entre esses individuos foi testada comparando-se com espécimes provenientes de uma
mesma desova. Para testar uma possivel contamina¢do da agua, foram coletados 2 litros no
corpo d’agua para verificagdo de compostos organoclorados, organofosforados e
carbamatos. O marcador ISSR verificou padrdo de bandas bastante distinto entre os
espécimes hermafroditas, revelando ndo se tratarem de irmios completos. Na andlise de
agua foi constatada a presenca do agrotoxico Dieldrin numa concentracdo de 0.05ug/L,
representando um valor acima da referéncia recomendada. Este agrotéxico, além de atuar
como desregulador enddcrino, e apesar de sua comercializagdo proibida, possui efeitos
residuais bastante persistentes, podendo ser o responsavel pela alta freqiiéncia de P. cuvieri
portando gonadas intersexuais, € em longo prazo um risco para esta populagdo por ter sua

capacidade efetiva para reproduc¢do prejudicada.

Palavras chave: Agrotoxico, Anura, Desregulador Enddcrino, Toxicologia, Intersexo
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INTRODUCAO

Como reflexo da atividade antrdpica relacionada com o desenvolvimento da
industria e agricultura em detrimento do ambiente, o nivel de compostos xenobidticos nos
ecossistemas aquaticos vem aumentado em grande escala nos ultimos anos (Pacheco e
Santos, 2002, Myers et al., 2003, Stehr et al., 2004 e Simonato et al., 2008). Estes
compostos, representados por antibidticos, pesticidas e outros, sdo descritos como
substancias estranhas para um organismo, € uma vez que ndo possuem via metabdlica para
degradacdo, revelam-se estdveis sob condi¢des aerdbias e anaerdbias, tornando-se
persistentes no ambiente (Leisinger, 1983 e Semple et al., 2001). Estudos mostram que o
estradiol presente em rios de grandes cidades, advindos de dejeto humano, acarreta
diminui¢do da fertilidade de peixes e/ou causando feminizacdo (Colborn, 1993 e Sumpter,
2005). Tal fato tem contribuido para a reducdo da qualidade ambiental, bem como para o
comprometimento da satde dos seres vivos que habitam estes ecossistemas (Cajaraville et
al., 2000).

Muitos dos compostos xenobioticos influenciam o funcionamento normal do
sistema endocrino de animais, afetando a saidde, crescimento, reprodugdo e
desenvolvimento dos mesmos, ¢ sdo denominados desreguladores enddcrinos (Bila e
Dezotti, 2007). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América (EPA)
define essas substdncias como agentes exogenos que interferem na sintese, secregio,
transporte, ligacdo, acdo ou eliminagdo de hormonios naturais do corpo, responsaveis pela
manuten¢do de diversas atividades (EPA, 1997). Inclui-se uma variedade de substancias
como desreguladores enddcrinos, e dentre elas hormonios sintetizados por vertebrados
(estrogenos, androgenos e progesterona), fitoestrogénios, hormonios sintéticos, pesticidas e

componentes de detergentes (Cargouét et al., 2007).
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Os residuos de fertilizantes e agrotoxicos representam os principais contaminantes
de origem agricola, sendo que através da dgua da chuva e da irrigagcdo ou percolagdo no
solo podem atingir os corpos d’dgua diretamente ou indiretamente, chegando aos lengdis
fredticos (Arias et al., 2007). A contamina¢do indireta pode ocorrer ainda no solo através
da volatilizacdo dos compostos ou formacdo de poeira do solo contaminado, que sdo
responsdveis pela contaminacdo de regides distantes das dreas onde foram originalmente
usados (Cooper, 1993). A polui¢do ambiental resultante do uso de pesticidas ¢ muito dificil
de ser avaliada, pois o resultado muitas vezes indica contaminagdo baixa e continua, que
nem sempre ¢ captada pelos métodos de avaliag@o, que registram apenas o instante exato
de coleta das mostras, sendo que estas poderiam estar diluidas se houve um aumento na
precipitacdo local (Arias, 2007).

No Brasil s6 s2o realizados monitoramentos de corpos d’agua através de analises
bacterioldgicas e das caracteristicas fisicas, quimicas, que ndo contemplam xenobioticos. O
uso de métodos adequados capazes de avaliar a presenca de alguns pesticidas como
organofosforados, organoclorados e carbamatos em agua sdo realizados por técnicas
custosas, que além de exigirem mao-de-obra especializada com os métodos de
espectofotometria de massa, cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta
performance, tornando invidvel sua aplicagdo em larga escala devido o alto custo (Lacorte
e Barcelo, 1995). Esta situacdo relacionada com o uso de pesticidas no Brasil é bastante
preocupante, uma vez que representamos a quinta maior producdo agricola do mundo
ocupando quase 10% do territério nacional para o uso exclusivo da agricultura (ANA,
2013 ¢ ICONE, 2013).

Espécies que utilizam o ambiente aquatico podem ser utilizadas como um
indicativo da qualidade no ambiente, pois estdo constantemente expostas a um grande

numero de substancias toxicas lancadas no mesmo, oriundas de diversas fontes de emissao
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(Rashed, 2001). Desta forma, os anfibios representam 6timos indicadores da qualidade
ambiental uma vez que sdo altamente suscetiveis as alteragdes ambientais, em fungdo
principalmente da permeabilidade de sua pele e por ocuparem uma grande variedade de
ambientes aquaticos e terrestres (Napoli e Caramaschi, 2000). As técnicas que utilizam
bioindicadores para avaliagdo de impactos advindos de agrotdxicos podem ser divididas
em duas linhas principais, sendo a primeira responsavel pelo monitoramento de alteragdes
em populacdes, comunidades e ecossistemas, ¢ a segunda responsavel pela avaliagdo de
alteragdes individuais na taxa de crescimento, comportamento, malformacgdes, reprodugao
e alteragdes bioquimicas e fisiologicas em nivel celular (Rosenberg, 1993, Tavera-
Mendoza et al, 2002, Carr et al., 2003 e Rohr e Palmer, 2005).

Anormalidades fisicas tém sido descritas em anuros, mas as causas ainda ndo sdo
totalmente claras (Ankley et al., 1998, Burkhart et al., 2000 e Taylor et al., 2005), sendo
que a exposicdo a pesticidas pode ser um dos fatores (Cooke, 1981, Ouellet et al. 1997,
Britson e Thelkeld, 1998, Hayes, 2002a, Taylor et al., 2005 e Krishnamurthy et al., 2008).
Estas anormalidades podem refletir no desenvolvimento das gonadas, tanto em nivel
macroscopico quanto em nivel histologico (Tavera-Mendoza et al., 2002, Hayes et al.,
2003, Murphy et al., 2006., McCoy et al., 2008 e Spolyarich, 2011). Baseado nestes
aspectos, o presente trabalho aborda a ocorréncia de malformagdo em goénadas de

espécimes de Physalaemus cuvieri de uma populagdo de Mata Atlantica no Sul do Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Em estudo prévio para determinagdo do ciclo reprodutivo em uma populagdo de
P. cuvieri do Bioma de Mata Atlantica, foram coletados 20 individuos machos em um
corpo d’dgua permanente, presente na borda de um pequeno fragmento localizado no

interior de uma fazenda no municipio de Marmeleiro, PR (26°15°17.7” S; 53°04°15.0”0).
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Destes, quatro apresentaram malformagdo nos testiculos, na forma de feminizagdo. Estes
individuos expressavam comportamento reprodutivo de machos em campo, uma vez que
foram capturados vocalizando. Todos os animais foram anestesiados e levados a 6bito por
saturacdo em Benzocaina e abertos por laparotomia, seguindo o Guia para o Cuidado e o
Uso dos Animais de Laboratorio — Unesp (Protocolo 001/06 — CEEA).

Para analise em microscopia de luz foram retirados os testiculos e imediatamente
imersos em solugdo fixadora Karnovsky (tampao fostato Sorensén 0.1M, tampao fosfato
pH 7.2 contendo paraformaldeido 5% e glutaraldeido 2.5%), e encaminhados a rotina
histoldgica (Ribeiro e Lima, 2000) para serem desidratados em série alcodlica e incluidos
em historesina (Leica-historesin embedding kit). Foram feitas sec¢bes de 2um (Micrétomo
Leica RM2255) e coradas com Hematoxilina-eosina. Os cortes foram fotografados com
objetiva de 20x e 40x utilizando microscépio de epifluorescéncia BX 61, acoplado com
camera digital Olympus DP 71 em conjunto com o software DP Controller 3.2.1.276.

A presenca de ovocitos nas gonadas poderia ser explicada (1) por todos os
individuos serem irmaos completos, oriundos de uma mesma desova e apresentarem uma
malformagdo hereditaria, ou (2) pela 4gua presente no local de coleta estar contaminada
por algum agrotdxico com efeito desregulador enddcrino. A verificagdo da hipotese de
ocorréncia natural de hermafroditismo decorrente de uma desova contendo malformagao
foi feita através de analise com marcador molecular ISSR (Inter Smple Sequence Repeats)
para determinar o grau de diferenciacdo genética entre os individuos de acordo com o
padrdo de bandas compartilhadas. Estes individuos foram comparados com irmaos
completos de uma tnica desova coletada em campo e que ainda ndo haviam eclodido. Esta
desova foi encaminhada ao laboratdrio e quatro animais foram mantidos em aquarios com
agua, terra e aeracdo até passarem pelo processo de metamorfose. Fragmentos de figado

retirados de todos os espécimes foram armazenados em etanol 100% para posterior
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extracio de DNA, realizada com GenElute” Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit
(Sigma-Aldrich) seguindo instrugdes do fabricante.

Para a amplificagdo dos fragmentos ISSR, foi selecionado o primer (GGAC);C,
que em estudos prévios para esta espécie apresentou alto grau de polimorfismo (Moresco
et al., in press). As condi¢des de amplificagdo do DNA via PCR foram as recomendadas
por Fernandes-Matioli et al. (2000), com modificagdes. Amostras de 7ul. da mistura de
reacdo de PCR, apds amplificacdo, foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
1,4%.

Para testar a hipdtese de possivel contaminante da agua, foram coletados 2 litros
no corpo d’agua e encaminhados para o Laboratério A3Q de Qualidade Ambiental
(Cascavel-Parand), onde a amostra foi analisada segunda metodologia recomendada pelo
Sandard Methods for the Examination of Water and Wastewater (2005) para verificacdo

de compostos organoclorados, organofosforados e carbamatos.

RESULTADOS

Os testiculos apresentaram as células do epitélio germinativo no interior de
unidades denominadas l6culos seminiferos (Fig. 1A). Alguns l6culos apresentavam células
germinativas masculinas e femininas enquanto outros apresentavam apenas células
femininas, sendo que a maioria dos l6culos apresentava no seu interior apenas células
masculinas, constituindo o padrdo anatdémico tipico do sexo masculino (Fig. 1B, C, D). A
caracteristica de testiculo intersexual foi observada tanto no testiculo direito quanto no
esquerdo.

Foram registrados todos os morfotipos celulares caracteristicos dos testiculos,
sendo possivel observar inclusive a presenca de espermatozoides, além de ductulos

eferentes intratesticulares, indicando a provavel funcionalidade do 6rgdo como uma
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gonada masculina. Por outro lado, ovdcitos possuiam intensa acidofilia no citoplasma, mas
ndo apresentavam sinais de vitelogénese uma vez que ndo foram observadas inclusdes
vitelinicas na regido periférica do citoplasma, sendo evidenciado apenas um grande
nimero de nucléolos no nucleo.

Quando analisados através do marcador ISSR os animais originados de uma
mesma desova apresentavam uma similaridade genética maior entre eles do que os animais
coletados adultos que possuiam ovocitos. Esta similaridade ¢ comprovada pelo fato que os
individuos da mesma desova compartilharam um padrdao quase similar de bandas em
relagdo aos individuos que possuiam ovocitos, que apresentaram padrao de bandas distinto
entre eles, indicando que ndo eram irmaos completos (Fig. 2).

A andlise fisico-quimica da &4gua determinou a presenca do agrotdxico
organoclorado Dieldrin, em concentracdo de 0,05 pg/L, sendo o valor de referéncia

maximo aceitavel de 0,03 pg/L (Tab. 1).

DISCUSSAO

O hermafroditismo ¢ um evento muito raro em vertebrados, ja que estes
apresentam sistema sexual bastante definido e pouco pldstico na maioria dos grupos
(Gilbert, 2010). No presente trabalho foi constatada a presenca de ovocitos em testiculos
de P. cuvieri. A porcentagem de animais que apresentaram esta malformacdo foi alta
(20%), o que nos leva a acreditar que estes animais receberam algum estimulo externo para
que tal evento ocorresse. Além disso, na andlise utilizando marcador ISSR foi verificado
que muito provavelmente os animais que apresentavam esta malformag¢@o nio tiveram sua
origem a partir da mesma desova, pois a variabilidade entre eles era maior que entre irmaos
completos, de acordo com o nimero de bandas compartilhadas dentro desses dois grupos.

E esperado encontrar um indice de 0 a 2% de ocorréncia natural de alguma anormalidade
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no desenvolvimento de anfibios presentes em areas ndo perturbadas por uso de agrotéxicos
(Ouellet et al., 1997, Read, 1997, Meteyer et al., 2000 e Eaton et al., 2004). Por outro lado,
conforme relatado por Spolyarich (2011), populagdes de anfibios que vivem em 4areas
agricolas ou proximidades apresentam um indice de malformacdes mais elevado, variando
de 4 a 8%.

Em estudos com Lithobates pipiens (citada como Rana pipiens) foi verificada a
ocorréncia de deformidades gonadais como resultado da exposi¢@o ao agrotoxico Atrazina,
muito utilizado nos Estados Unidos, tendo o retardo no desenvolvimento das gonadas e
feminizacdo ocorridos de 10 a 92% (Hayes et al., 2002a, 2002b). Ja em estudo realizado
por Spolyarich et al. (2011) com trés espécies de anfibios, Limnodynastes tasmaniensis,
Limnodynastes fletcheri e Litoria raniformis, presentes em areas cultivadas de arroz, foi
relatado apenas dois casos de intersexo em gdnadas masculinas representando 1.4% dos
individuos coletados, e os autores concluiram pouco apoio para as hipoteses de
feminizacdo masculina em ambientes agricolas. Smith et al. (2005) relataram um indice de
intersexo similar (2%) em popula¢des de Xenopus laevis coletadas em areas de cultivo de
milho contaminadas com Atrazina, concluindo em seu trabalho que este agrotdxico ndo
aumentou o indice de malformagdo de gonadas de anfibios.

O agrotoxico Dieldrin € classificado como um poluente organico persistente
(POP), sendo um organoclorado. Nas ultimas décadas, numerosos POPs foram produzidos
e utilizados amplamente em todo o mundo. Sdo caracterizados como substancias quimicas
muito resistentes a degradacdo por processos bioquimicos, sendo extremamente estaveis e
de longa vida (ATSDR, 2002). Além de serem persistentes, também sdo toxicos e
bioacumulativos nos tecidos de animais. O Dieldrin apresenta degradagdo lenta na agua
com tendéncia a se acumular no sedimento. E altamente lipossoluvel e persistente,

possuindo uma grande capacidade de bioacumulagdo e biomagnificagdo (Aldeida et al.,
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2007).Baseado nestas caracteristicas, a Convengdo de Estocolmo, realizada em 2001, foi o
primeiro tratado global que buscou a eliminacdo de 12 substancias toxicas persistentes,
entre elas o Dieldrin, por estarem associados a incidéncia de cancer e a disfungdes dos
sistemas reprodutor, enddcrino e imunoldgico (Aldeida et al., 2007).

Estudos sugerem que o Dieldrin poderia atuar como desregulador enddcrino
impedindo a ligagdo do 5 a-diidrotestosterona e 17 [-estradiol com os receptores
androgénicos e estrogénicos, respectivamente. Além disso, foi relatado que o Dieldrin
altera a produgdo de testosterona e a ultra-estrutura das células de Leydig de ratos, podendo
refletir na fertilidade dos animais (Ronco, 1998). Segundo Guillette e Gunderson (2001),
os desreguladores enddcrinos podem atuar como agonistas ou antagonistas de receptores
hormonais, além de alterarem a producdo de hormoénios na sua fonte e interferirem na
liberagdo de hormdnios estimuladores ou inibidores do hipotdlamo ou hipofise. Além
disso, através de reagdo enzimatica, eles podem biotransformar hormoénios e alterar a
concentragdo ou o funcionamento das proteinas ligantes plasmaticas, e desta forma
alterariam as concentragdes séricas dos hormonios livres.

Em nosso estudo foi constatado que a presenca de Dieldrin, mesmo em
concentragdo baixa (0.05pm/L), porém acima do nivel maximo aceitavel. Concentracdes
baixas de xenobioticos trazem conseqiiéncias em niveis celulares que, quando projetadas
em longo prazo, podem prejudicar fortemente uma populagido ou ecossistema (Rosenberg,
1993). Além disso, como os corpos d’agua podem diminuir o nivel de dgua ao longo do
ano em decorréncia de meses mais secos, as concentragdes do pesticida poderiam ser maior
em outros meses. Em nosso estudo a coleta de dgua foi realizada duas semanas apos
intensa precipitagdo, o que poderia justificar a concentragdo relativamente baixa do

agrotoxico.
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Uma vez que muito dos efeitos esperados sdo internos e podem passar
despercebidos pelos pesquisadores, ao contrario de mortalidade e malformagdes externas,
populacdes poderiam diminuir e até extinguir sem qualquer reconhecimento dos
verdadeiros motivos (Wake, 1991, Beebee e Griftfiths, 2005, Du Preez, 2005 ¢ Mann et al.,
2009). Niveis extremamente baixos de exposicdo podem causar anomalias enddcrinas ou
reprodutivas, principalmente quando a exposi¢do ocorrer durante um periodo critico do
desenvolvimento e, muitas vezes, doses baixas podem exercer maior efeito sobre uma
populacdo do que doses mais elevadas, uma vez que a exposi¢do intensa leva o animal a
morte na maioria das vezes (Gilbert, 2010). De acordo com Hayes et al. (2002a), os efeitos
de feminiza¢do ou desordem celular sobre as gonadas masculinas de espécimes de Xenopus
laevis expostos a Atrazina foi atingido com niveis de 0.1 ppb, 30,000,000 vezes menor do
que a dose necessaria para produzir efeitos reprodutivos em ratos (Wetzel, 1994).

Poucos estudos relatam os efeitos de baixas concentracdes de agrotoxicos em
campo sobre a fauna local, sobretudo com anfibios (Reeder et al., 1998 e Hayes et al.,
2002a, 2002c). Desta forma, muitas vezes baixos niveis de agrotoxicos causam danos
graves relacionados com o desenvolvimento e crescimento animal, de forma que o nivel
maximo aceitavel deveria ser menor e os efeitos destes componentes na fauna acabam
sendo subestimados (Hayes et al., 2002b, 2006). Além disso, niveis baixos de componentes
combinados também poderiam ter um grave efeito sobre o desenvolvimento de anfibios.
Conforme visto em estudo desenvolvido por Hayers et al. (2006) com larvas de Lithobates
pipiens (citada como Rana pipiens) expostas a Atrazina individualmente, ou combinada
com outros nove agrotdxicos, houve um atraso de crescimento e desenvolvimento das
larvas, sendo que as anomalias mais severas foram observadas através da combinacgdo de

Atrazina com outros pesticidas (por exemplo, S-metacloro).
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Quando tratamos de determinar os efeitos de algum agrotoxico sobre populagdes
de anfibios ¢ importante termos uma clara compreensdo sobre as variacdes populacionais,
pois devemos considerar que muitas espécies de anfibios terminam a maturagdo sexual
apos a fase larval. Desta forma, muitos estudos demonstram que um dos efeitos mais bem
documentados de desmasculinizag¢do e feminilizagdo de larvas do sexo masculino expostas
ao agrotoxico Atrazina pode variar entre populacdes. Na maioria das vezes, os efeitos da
Atrazina sobre as gonadas ndo foram detectados porque os individuos podem ndo ter
completado a diferenciacdo sexual das gonadas antes da metamorfose (Hayes, 2006). A
variacdo na susceptibilidade pode explicar alguns dos resultados na literatura que relatam
normalidade gonadal de individuos expostos ao agrotoxico (Coady et al., 2004, Hecker et
al., 2004, Coady et al., 2005,. Du Preez et al., 2005, Hayes, 2005, Hecker et al., 2005,
Jooste et al., 2005a, 2005b).

Desta maneira, o presente trabalho mostrou que embora um agrotéxico possa ter
sua comercializagdo proibida, devemos manter a atengdo para os possiveis efeitos
residuais, que no caso do Dieldrin sdo bastante persistentes e podem ter sido determinantes
para o surgimento de gonadas intersexuais em 20% dos individuos de P. cuvieri coletados
no fragmento de Mata Atlantica. Embora apresentassem comportamentos reprodutivos
caracteristicos de macho como a vocalizagdo, poderiam representar, em longo prazo, um
risco para esta populagdo, uma vez que possivelmente a quantidade de espermatozdides

produzidos seja reduzida e sua capacidade efetiva para reprodugdo prejudicada.
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Tabela 1: Resultado do Relatdrio de Ensaio Fisico-Quimico para analise de agua coletada

em corpo permanente no Municipio de Marmeleiro, PR.

Agrotoxico Resultado Referéncia*

Aldrin <0,03 pug/L 0,03 pg/L

Dieldrin 0,05 pg/L 0,03 pg/L

Clordano < 0,05 pg/L 0,2 ng/L

DDT <0,05 pg/L 1 ng/L

Endossulfan <0,05 png/L 20 pg/L

Endrin <0,03 pg/L 0,6 png/L
Heptacloro+Heptacloro epoxido <0,03 pg/L Sem valor de referéncia
Hexaclorobenzeno <0,05 pg/L Sem valor de referéncia
Lindano <0,05 pg/L 2 ng/L

Metoxicloro < 0,05 ng/L Sem valor de referéncia
Pentaclorofenol < 0,05 pg/L 9 ng/L

Malation <0,05 png/L Sem valor de referéncia
Paration <0,05 pg/L 9 nug/L

Molinato < 0,05 png/L 10 pg/L

* Valores de referéncia conforme Portaria n® 2.914 de 12 de dezembro de 2011.



109

Figura 1. Secgdes histoldgicas transversais de testiculos de P. cuvieri evidenciando
epitélio seminifero e ovocitos (testiculo intersexual). (A) Células germinativas masculinas
e femininas no mesmo corte, com (*) loculos seminiferos contendo varios morfotipos de
células do epitélio germinativo masculino, (1) l6culo seminifero contendo ovdcitos, e (2)
corte longitudinal de um ductulo eferente intra-testicular; (B) Léculo seminifero contendo
simultaneamente células germinativas masculinas e femininas: (1) Ovocito, (2)
Espermatogonia I, (3) Espermatdcito I, (4) Espermatide; (C) Loculo seminifero contendo
apenas cé€lulas femininas: (1) Ovocitos; (D) Loculos seminiferos com epitélio tipico do
sexo masculino e destaque para intensa presenga de (*) espermatozodides no limen.
Coloragdo H/E. Barra (A) = 60um, Barra (B, C, D) =30 um.
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Figura 2: Analise através do marcador ISSR para dois grupos de P. cuvieri (1) animais
que apresentavam ovocitos nos testiculos e (2) animais de uma mesma desova. Perfis
eletroforéticos em gel de agarose amplificados com o primer (GGAC);C.
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CONSIDERACOES FINAIS

- Com relag¢do ao ciclo reprodutivo de P. cuvieri podemos concluir que os animais nio
entram em estado de estivagdo durante o inverno, porém diminuem bastante suas
atividades neste periodo regenerativo em que as goénadas diminuem a producgdo de
espermatozdides. Este processo ¢ re-estabelecido quando ocorre um aumento na
temperatura e principalmente na precipitacdo, que foi o fator ambiental determinante para
o re-inicio do periodo reprodutivo, conforme nos indicou a CCA.

- Embora o ciclo reprodutivo tenham sido caracterizado como potencialmente continuo nos
dois biomas estudados, a diversidade genética particular de cada populagdo determina a
sobrevivéncia e reproducdo desta espécie em ambientes tdo heterogéneos. Como indicado
através do marcador ISSR em que o nivel de diferenciacdo genética interpopulacional ¢
alto entre a populacdo de Marmeleiro-PR e as demais populacdes de SP (Fsr > 0,2876),
sugere-se que a populacdo de Mata Atlantica apresenta uma composicdo genética bastante
diferenciada das demais.

- Com relagdo aos melandcitos existentes nos testiculos de P. cuvieri, houve um aumento
significativo desta pigmentagdo durante o periodo regenerativo, caracterizado pelo
aumento das espermatogdnias. Este aumento poderia estar relacionado com a prote¢do das
células germinativas contra acdo do estresse oxidativo, uma vez que estas células
permanecem por alguns meses no interior dos loculos seminiferos até o préximo periodo
reprodutivo re-comegar. Assim, a producdo custosa de melanina torna-se viavel apenas
para a manutencdo da integridade das células germinativas durante o periodo regenerativo,
porém durante o periodo reprodutivo, em que as células germinativas permanecem pouco
tempo nos loculos, a producdo de melanina nio parece ser energeticamente favoravel, e

desta maneira diminui a pigmentacdo em relacio ao periodo regenerativo.
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- Na populagdo da Mata Atlantica foram verificados individuos com a presenca de ovocitos
no interior dos testiculos, representando 20% dos individuos de P. cuvieri coletados. Foi
constatada a presencga do agrotdxico organoclorado Dieldrin contaminando o corpo d’agua
onde os animais foram coletados. Embora estes animais apresentassem comportamentos
reprodutivos caracteristicos de macho, como vocaliza¢do, possivelmente poderiam

representar, em longo prazo, um risco para a manuteng@o e sobrevivéncia desta populagao.
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