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Abstract

Reproduction of Pseudis minuta (Anura, Hylidae) in southern Brazil. This study
was based on individuals of Pseudis minuta captured or observed in the municipality
of Candiota, Campanha region of the state of Rio Grande do Sul, southern Brazil.
Sampling occurred along ten non-consecutive months in 2000, 2001 and 2002. The
reproductive phases were characterized based on the gonadal development stage of
39 males and 50 females, and on the observation, in nature, of the seasonal distribution
of calling males, occurrence of amplectant pairs, and presence of larvae, juveniles
and adults. Callswere recorded from August to April, amplectant pairs from October
to February (except January), tadpoles from October to March (except February), and
juvenilesin all the sampled months (except January). Reproductive activity was not
observed in late fall and early winter, even though females with post-vitellogenic
oocytes and males with spermatozoain the seminiferous tubules were recorded in all
the seasons. Mature females were statistically larger and heavier than mature males.
The smallest female with post-vitellogenic oocytes had 32.0 mm of snout-vent length,
and the smallest male with spermatozoain its seminiferous tubules had 20.6 mm. The
number of post-vitellogenic oocytes was directly proportional to the mass and to the
snout-vent length of females, and the length of testis was directly proportional to the
snout-vent length and to the mass of males.

Keywords: Anura, Hylidae, Pseudinae, Pseudis minuta, reproduction, southern Brazil.
Palavras-chave: Anura, Hylidae, Pseudinae, Pseudis minuta, reproducdo, sul do
Brasil.

Introducéo Gallardo 1961, de Sa& e Lavilla 1997,
Caramaschi e Cruz 1998, Kwet e Di-Bernardo

Tradicionalmente incluidos na familia 1999, Kwet 2000, 2001), os anuros dos géneros
Pseudidae Savage e Carvalho, 1953 (e.g. Lysapsus e Pseudis foram considerados por
Duellman (2001) como pertencentes a familia

. Hylidae, subfamilia Pseudinae. A posic¢éo
ﬁ‘z‘:’t’fi“i%e;" d‘: izgfggsedgof)394’ filogeniética desse grupo ainda ¢é controversa
Distribuido em 30 de setembro de 2004. (Brand&o et al. 2003), e seguimos Duellman
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(2001) em funcdo da metodologia cladistica
adotada em seu estudo.

A subfamilia Pseudinae Fitzinger, 1843 é
composta por espécies exclusivamente aqua-
ticas, que ocorrem na Américado Sul aleste dos
Andes, desde a Venezuela até o nordeste da
Argentina e Uruguai (Kwet e Di-Bernardo
1999). Compreende as espécies Lysapsus
caraya Gallardo, 1964, L. laevis (Parker, 1935),
L. limellus Cope, 1862, Pseudis bolbodactyla
Lutz, 1925, P. cardosoi Kwet, 2000, P. fusca
Garman, 1883, P. minuta Gunther, 1858, P.
paradoxa (Linnaeus, 1758) e P. tocantins
Caramaschi & Cruz, 1998 (Kwet 2000). Os
pseudineos vivem usualmente em ambientes
|énticos, em pocgas permanentes ou temporéarias
com vegetacdo flutuante. Como adaptacdo a
vida aquatica, apresentam os artel hos unidos por
membranas interdigitais bem desenvolvidas e
olhos dispostos na regido dorsal da cabeca
(Achaval e Olmos 1997). Grande parte dos
estudos realizados com Pseudis minuta (Figura
1) baseou-se em animais procedentes do
Uruguai (Langone 1995 “1994"; Lavillae de Sa
1999) e Argentina (Cei 1949, Barrio 1970,
Gallardo 1987, Basso 1990). Pseudis minuta
apresenta estacéo reprodutiva prolongada (Lan-
gone 1995 “1994") e, assim como ocorre com
a maioria das espécies de anuros, no periodo
reprodutivo os machos congregam-se em deter-
minadas areas com afinalidade de atrair fémeas
e se acasalar.

O presente trabalho objetivou a caracteri-
zacdo das fases reprodutivas de P. minuta no sul
do Brasil a partir da andlise do estagio de
desenvolvimento gonadal de machos e fémeas
e da observacéo, na natureza, da distribuic¢&o
sazonal de machos em vocalizag&o, ocorréncia
de amplexos e presenca de formas larvais,
juvenis e adultas.

Material e Métodos
A area de estudo est4 situada no municipio

de Candiota, sudoeste do estado do Rio Grande
do Sul, no quadrilétero de coordenadas 31°25'—

Figura 1 - Espécime de Pseudis minuta procedente de
Candiota, RS.

32°29'S, 53°36'-53°47'W. A altitude é de cerca
de 290 m acima do nivel do mar, e a vegetacéo
€ ndo-florestal, do tipo Estepe. Nessa regiéo,
ndo ha déficit pluviométrico, chovendo
usualmente o ano inteiro (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica 1986). As temperaturas
médias mensais sdo tipicas de areas com clima
subtropical atemperado, havendo estacdes bem
definidas, com temperaturas baixas no inverno
e elevadas no verdo (Figura 2).

Os dados aqui apresentados resultaram de
observac@es e coletas realizadas em outubro e
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Figura 2 - Temperaturas mensais médias entre outubro de
2000 e marco de 2002 no municipio de Can-
diota (RS). Fonte: Estagdo Meteoroldgica da
Usina Termelétrica Presidente Médici.
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dezembro de 2000, janeiro, abril, junho, agosto,
outubro e novembro de 2001 e fevereiro e
margo de 2002. Individuos juvenis e adultos
foram capturados manualmente no interior de
banhados, sem distingdo de sexo ou tamanho,
entre 21:00 e 01:00 h. Girinos foram coletados
com pugés e acondicionados em potes plasticos
com &gua. Os juvenis e os adultos foram sacrifi-
cados por imersdo em acool 40% e fixados em
formalina 5%, e os girinos foram sacrificados e
fixados diretamente por imersdo em formalina
5%. Os espécimes coletados foram depositados
no acervo do Museu de Ciéncias e Techologia
da Pontificia Universidade Catélica do Rio
Grande do Sul (MCP).

O comprimento rostro-cloacal (CRC, em
mm) e a massa (g) foram obtidos para cada
espécime capturado, apos a fixacdo. Para a
remocado e a andlise das gbnadas, 0s espécimes
foram secionados na regido ventral. O com-
primento dos testiculos foi aferido com o auxilio
de ocular micrométrica acoplada a microscopio
estereoscopico. Para a andlise histoldgica do
ciclo espermatogénico, os testiculos de 39
machos foram incluidos em parafina, cortados
em fatias de 5 um de espessura (Montero e
Pisan6 1992) e corados com hematoxilina-
floxina. Os testiculos foram processados inte-
gros, incluindo-se as regides cranial, medial e
caudal (Hermosilla et al. 1983). Foram conside-
rados maduros os machos com saco vocal
desenvolvido e evidente ou com espermato-
zoides nos tubulos seminiferos. Os ovarios
foram analisados quanto ao estdgio de matu-
racdo, seguindo-se a terminologia proposta por
Hermosilla et al. (1986) e Valdéz-Toledo e
Pisan6 (1980), com modificagbes. Foram consi-
derados os seguintes estdgios de desenvolvi-
mento vitelogénico: a) ovécitos pré-vitelogé-
nicos:. translicidos, sem acumulo de vitelo no
citoplasma; b) ovdcitos em vitelogénese
priméria: coloracdo leitosa, sem pigmentacao;
inicio da vitelogénese; c) ovécitos pos-
vitelogénicos: maiores que os anteriores, com
hemisférios diferenciados (p6lo animal marrom-
escuro e pélo vegetativo leitoso, de coloracéo
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marfim). O nimero de ovécitos pos-vitelogé-
nicos foi contado, e o didmetro dos dez maiores
ovacitos, medido. Para facilitar a contagem, os
ovacitos foram individualizados por imersdo em
solucédo de hipoclorito de sédio a 10%. O tempo
de imersédo foi dependente do tamanho do
ovério, sendo em média de 20 minutos. Foram
consideradas maduras as fémeas com ovécitos
pés-vitel ogénicos.

A fecundidade foi estimada com base no
complemento ovariano (numero de ovécitos
pés-vitelogénicos no ovério) e no Fator de
Tamanho Ovariano (FTO; Duellman e Crump
1974), que relaciona o nimero de ovocitos pos-
vitelogénicos e seu tamanho com o CRC
segundo a formula FTO = CO x DO / LHC,
onde CO é amédia do nimero de ovécitos pos-
vitelogénicos, DO é o didmetro médio dos
ovaocitos pos-vitelogénicos e LHC é amédia do
CRC.

O ciclo ovariano das fémeas foi analisado
considerando-se a variagdo anual no tamanho e
pigmentacé@o dos foliculos ovarianos. Foram
considerados maduros todos os ovacitos com
polo animal e vegetal diferenciados.

O periodo reprodutivo foi determinado com
base na atividade de vocalizacdo dos machos e
na presenca de casais em amplexo e girinos
(Prado e Uetanabaro 2000).

O dimorfismo sexual em tamanho (CRC e
massa) de machos e fémeas maduros foi ava-
liado pelo teste t de Student (normalidade
testada com Kolmogorov-Smirnov). As relacdes
entre o tamanho (comprimento e massa) dos
testiculos e o CRC, o nimero de ovécitos pds-
vitelogénicos e a massa e 0 nimero de ovocitos
pos-vitelogénicos e o CRC foram calculadas por
meio de analise de regressdo linear.

Resultados

Vocalizagbes foram registradas de agosto a
abril, amplexos, de outubro afevereiro (exceto
janeiro), girinos, de outubro a margo (exceto
fevereiro), e juvenis, em todos 0s meses estuda-
dos (exceto janeiro) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Distribuicéo temporal das diferentes fases reprodutivas e etérias de Pseudis minuta em Candiota (RS). N&o
estdo representados 0s meses nos quais ndo foram feitas coletas.

JAN FEV MAR ABR JUN AGO ouT NOV DEZ
Vocalizagéo X X X X X X X X
Amplexo X X X X
Girinos X X X X X
Juvenis X X X X X X X X

O CRC das fémeas maduras variou entre
32,0 e 51,1 mm (x=42,2; DP=4,2; N=50) e a
massa, entre 4,4 e 20,8 g (Xx=12,0; DP=3,5;
N=50) (Figura 3). O CRC dos machos maduros
variou entre 20,6 e 36,9 mm (x=30,8; DP=4,2;
N=39) e a massa, entre 1,3 e 6,89 (x=4,6;
DP=1,7; N=39) (Figura 3). Fémeas maduras
apresentaram CRC médio e massa média signi-
ficativamente maior que machos maduros (t =
12,3; P< 0,001 et = 11,6; P<0,001, respectiva-
mente).

Os ové&rios de fémeas maduras sdo estrutu-
ras pareadas, multilobuladas e saculares. Ové-
citos em varios estagios de desenvolvimento
puderam ser observados por transparéncia,
através da parede externa. No estégio avangado
de maturag&o, os ovarios ocupam quase toda a
cavidade abdominal. Todos os estagios do
desenvolvimento ovariano puderam ser obser-
vados em todos os meses amostrados, mas
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Figura 3 - Relagéo entre o comprimento rostro-cloacal e
a massa de machos maduros (*) e fémeas ma-
duras (0) de Pseudis minuta procedentes de
Candiota (RS).

64

apenas em outubro, novembro, fevereiro, marco
e abril foram encontrados ovécitos pds-vitelo-
génicos no interior dos ovidutos. Nao foram
visualizados corpos negros nem ovoécitos em
auxocitose.

O FTOfoi de 10,5 (CO=337; DO=1,32 mm;
LHC=42,2 mm). O nimero de ovécitos pos-
vitelogénicos variou de 101 a 744 (x=351,1;
DP=158,4; N=50), e foi diretamente propor-
cional a massa (R?=0,3242; F=23,0; P<0,001;
N=50) (Figura 4) e ao CRC (R?=0,2339;
F=14,7; P<0,001; N=50) (Figura 5). N&o foi
constatada relagcéo entre o didmetro dos ovicitos
pos-vitelogénicos e o CRC das fémeas
(Correlagcéo de Pearson, R=0,162; P=0,26;
N=50).

N&o foram encontradas diferencas histol 6-
gicas nos elementos seminiferos das trés zonas
testiculares. No interior dos tabulos, foram
encontradas células germinativas em diferentes
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Figura 4 - Relag@o entre o nimero de ovécitos pos-
vitelogénicos e a massa de fémeas de Pseudis
minuta procedentes de Candiota (RS).
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Figura 5 - Relagé@o entre o nimero de ovécitos pos-
vitelogénicos e o comprimento rostro-cloacal
(CRC) de fémeas de Pseudis minuta proceden-
tes de Candiota (RS).

estagios de maturag@o. As células em estégios
mai s avangados de maturac&o foram encontradas
com maior freqiéncia no limen tubular. As
células germinativas e os espermatozoides
variaram de estagio ou posicdo dentro dos
tubulos seminiferos ao longo das estagfes do
ano: verdo (dezembro, janeiro e fevereiro; N=7)
— espermatogénese ativa, com células germi-
nativas em diferentes fases da progénie esper-
matica, geralmente dispostas perifericamente;
grande concentragdo de espermatozoides naluz
do tubulos seminiferos; outono (mar¢o e abril;
N=7) — células germinativas e espermatozéides
em peguena quantidade; espermatoz6ides distri-
buidos al eatoriamente nos tubulos seminiferos;
inverno (junho e agosto; N=11) e primavera
(outubro e novembro; N=14) — células germi-
nativas em diferentes estagios de desenvolvi-
mento; grande concentracdo de espermatozoides
distribuidos al eatoriamente nos tubulos semini-
feros.

O comprimento dos testiculos foi direta-
mente proporcional ao CRC (R?=0,5011;
F=151,7; P<0,001; N=153) (Figura 6) e & massa
(R?=0,4223; F=108,2; P<0,001; N=149) (Figura 7).

Discussédo
Pseudis minuta apresenta o modo reprodu-
tivo mais generalizado e filogeneticamente mais

primitivo entre os anuros (Duellman e Trueb
1994, Basso 1990), em que 0S 0VOS € 0S girinos,
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Figura 6 - Relagdo entre o comprimento do testiculo (TL)
e 0 comprimento rostro-cloacal (CRC) de ma-
chos de Pseudis minuta procedentes de Can-
diota (RS).
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Figura 7 - Relagdo entre o comprimento do testiculo (TL)
e a massa de machos de Pseudis minuta pro-
cedentes de Candiota (RS).

respectivamente, sdo depositados e se desenvol -
vem em ambientes |énticos (Salthe e Duellman
1973, Crump 1974).

As fémeas sdo maiores que 0os machos
conspecificos em 90% das espécies de anuros
(Shine 1979). No Equador, Crump (1974)
encontrou fémeas maiores que machos conspe-
cificos em 59 das 61 espécies examinadas €, no
Planalto das Araucérias do Rio Grande do Sul,
Kwet (2001) verificou que as fémeas de todas
as espécies de hilideos eram maiores que 0s
machos conspecificos. Diversos podem ser os
fatores que determinam a ocorréncia de dimor-
fismo sexual em tamanho (Stamps 1995). Uma
das hipéteses esta relacionada a capacidade de
fémeas maiores produzirem ovos ou desovas
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maiores (maior fecundidade) em relacdo a
fémeas conspecificas menores (Crump 1974,
Woolbright 1989, Lang 1995). Além disso,
fémeas maiores apresentam grande probabili-
dade de produzir mais de uma desova por
temporada reprodutiva (Howard 1978, Telford
e Dyson 1990). Contudo, nem sempre a fecun-
didade é diretamente proporcional ao compri-
mento do corpo, podendo estar mais relacionada
ao volume corporal e ao tipo de investimento
reprodutivo utilizado pela espécie (Halliday e
Tejedo 1995, Lang 1995, Bonnet et al. 2003).
Lavilla e Rougés (1992) denominaram a forma
reprodutiva de Pseudis minuta de extrinseca
ciclica. Essa forma caracteriza-se por
reproducéo estacional, mas com a presenca de
espermatozéides e vul os maduros durante todo
0 ano. Neste caso, a distribuicdo temporal das
diferentes etapas reprodutivas e etérias (e.g.
épocas de vocalizacdo, amplexos, ocorréncia de
girinos e juvenis na populacdo) pode melhor
delinear o ciclo reprodutivo e melhor
caracterizar a biologia reprodutiva da espécie
guando comparada com a morfologia e o estagio
de desenvolvimento das estruturas gonadais.
Na regido de Candiota, a reproducéo de P.
minuta é provavelmente condicionada pela
temperatura ambiental, havendo periodos de
inatividade invernal (Guix 1996), mas a hipétese
de uma potencial atividade reprodutiva conti-
nuada ndo pode ser descartada. A ocorréncia de
machos com espermatozéides e fémeas com
ovacitos pds-vitel ogénicos nos meses mais frios,
quando as vocalizagdes foram pouco freqiientes
e quando néo foram registrados amplexos nem
girinos na populagcdo, pode representar a poten-
cialidade da espécie se reproduzir mesmo
durante o inverno, em periodos curtos com
temperaturas mais amenas (Gallardo 1964, Guix
1996). Na populacdo estudada, os girinos
provavelmente completaram a metamorfose
entre dezembro e mar¢o (supondo um periodo

de desenvolvimento completo de dois meses e
meio a quatro meses; Langone 1995 “1994"), e
0s juvenis metamorfoseados tardiamente ndo
dispuseram de muitos meses com temperaturas
elevadas para se desenvolver, permanecendo
como juvenis até a proxima estagéo quente.
Assim como ocorre na Argentina (Basso
1990), em Candiota, P. minuta poderia estar
maximizando sua eficacia bioldgica invertendo
sua energia reprodutiva, ou seja, produzindo
0vos em peguena quantidade, mas de grande
tamanho e com maior conteddo calérico. Ovos
grandes tém um efeito importante sobre a taxa
de sobrevivéncia dos recém-nascidos, especial-
mente por ocasido do nascimento e nos pri-
meiros dias subsegiientes, quando as possibili-
dades de predagdo dos filhotes sdo maiores
(Cunnington e Brooks 2000). Contudo, quase
nada se conhece a esse respeito para P. minuta,
uma espécie abundante e de fécil observag&o nas
areas baixas do sul do Brasil e um excelente
modelo para o teste de hipoéteses dessa natureza.
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