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Introducgao Geral

A classe Amphibia apresenta uma grande diversidade com uma larga
distribuicdo ao redor do globo. Hoje s&o reconhecidas 8.261 espécies em todo o mundo
(Frost 2020), sendo 13% destas ocorrentes no Brasil, totalizando 1.136 espécies
alocadas em 20 familias (Segalla et al. 2019). Mais especificamente no estado de Mato
Grosso do Sul sdo descritas 97 espécies, representando 9% do total de espécies do
pais (Souza et al. 2017).

O grupo esta entre os vertebrados com maior variagdo de tragos reprodutivos
que incluem habitat, ovoposi¢cdo e comportamentos sexuais (Haddad & Prado 2005;
Leite et al. 2015). Estes tracos podem ser modulados por muitos fatores naturais
abidticos, como clima, temperatura e umidade (Todd et al. 2011; Chaves et al. 2017).
Entretanto, eles podem também ser influenciados por fatores bidticos, como relacdes
comportamentais entre casais ou entre machos, como busca por amplexo ou
competicdo de varios machos por uma fémea (Emerson 1997; Zamudio et al. 2016),
visto em espécies polidndricas com machos satélites proximos aos que ativamente
vocalizam, espreitando na tentativa de fertilizar a fémea também (Berec & Bajgar 2011).
Além dos fatores naturais, a presenca de atividades humanas em ambientes onde
populagdes silvestres habitam também é um importante fator modulando caracteristicas
reprodutivas de anuros, o que resulta em varios impactos, tais como: declinios
populacionais, disturbios hormonais e reprodutivos, alteragdes morfoldgicas e intersexo
(McCallum 2007; Collins 2010; Skelly et al. 2010; Lambert et al. 2015; Brodeur &
Candioti 2017; Borges et al. 2019; Thambirajah et al. 2019).

Os anuros sao os integrantes mais diversificados dentre os anfibios, sendo
facilmente reconhecidos por suas caracteristicas, como a locomocao por salto, auséncia
de cauda e a vocalizagdo dos machos durante o periodo reprodutivo (Vitt & Caldwell
2014). Além disso, realizam trocas gasosas através da pele e possuem um ciclo de vida
caracteristico, com reprodugao por amplexo e imaturos com desenvolvimento através
de metamorfose (Vitt & Caldwell 2014). As espécies variam muito em termos de
tamanho e coloragéo, de forma que o corpo de cada uma esta adaptada ao habito de
vida, com modificagdes morfoldgicas ou comportamentais para as atividades terrestres,
arboricolas ou aquaticas (Heyer 1969; Bernarde 2012; Zamudio et al. 2016). As
caracteristicas reprodutivas, variagdes e especificidades da ordem podem refletir, entre
outras coisas, os diferentes ambientes em que habitam (Haddad & Prado 2005).

As regides tropicais apresentam uma grande diversidade em termos de
reproducgdo de anuros, ocorrendo espécies de reproducao explosiva (aquelas nas quais

a reproducdo concentra-se em alguns meses do ano, com varios individuos se



reproduzindo ao mesmo tempo) e reprodugao continua (estendida ao longo do ano),
além de haver algumas espécies oportunistas, que se reproduzem quando ha condi¢des
favoraveis (Prado et al. 2000; Vitt & Caldwell 2014). Comumente, anuros se reproduzem
durante a estacdo mais uUmida do ano, ainda que algumas espécies possuem
plasticidade reprodutiva para contornar situacées ambientais adversas com diferentes
estratégias (Heyer 1969; Santos et al. 2011; Toledo et al. 2012).

Em geral, para garantir a perpetuagdo e um numero 6timo de prole, as espécies
contam com estratégias reprodutivas que podem ser vistas como um conjunto de fatores
fisiolégicos e comportamentais, que levam os organismos a terem sucesso reprodutivo
em determinados ambientes. Essas caracteristicas podem estar relacionadas ao local
de ovoposicao, esforco reprodutivo, caracteristica dos ovos, desenvolvimento de
imaturos e cuidado parental, que definem o modo reprodutivo, algo bem caracteristico
em anuros (Prado et al. 2000). Os modos reprodutivos sdo muito variaveis, com 39
modos definidos por Haddad & Prado (2005), dos quais 31 sdo para a regiao
Neotropical. Nesta regido, as espécies apresentam diferentes combinagdes dos tragos
reprodutivos e muitas vezes pode apresentar mais de um modo, que sédo selecionados
por diversas pressodes, o que resulta em diferentes estratégias de amplexo, ovoposicao,
desenvolvimento de girinos e comportamentos com relagdo ao cuidado parental, que
pode ser presente ou ausente dependendo da espécie (Haddad & Prado 2005; Toledo
et al. 2012; Zamudio et al. 2016).

Espécies de Leptodactylus tem como caracteristicas a reprodugdo em beiras de
lagos e pogas, em ninhos cheios de espuma gerada por secrec¢do glandular, onde ocorre
tanto o amplexo quanto a ovoposicao (Prado et al. 2002). Também possuem registros
de poliandria, com estudos apontando para a relacdo da massa testicular e produgéo
espermatica (Prado & Haddad 2003).

Leptodactylus podicipinus (Cope, 1862) possui aproximadamente 33 a 45 mm
de comprimento rostro-cloacal e membros anteriores pequenos em relagdo aos
posteriores, que sdo desenvolvidos para saltos (Ponssa et al. 2011). Geralmente, a
coloragao dos individuos € marrom-esverdeada no dorso com diversos pontos brancos
na regido ventral, membrana timpanica visivel e dobras dorsolaterais (Heyer 1994).

E uma espécie que possui ampla distribuicdo geogréafica e alta plasticidade
reprodutiva. Pode ser considerada oportunista quanto ao uso do habitat e, sob
condig¢des favoraveis, pode se reproduzir o ano todo (Heyer 1994; Prado et al. 2000).
Possui alimentagdo generalista, que varia de acordo com a disponibilidade de presas
no ambiente (Rodrigues et al. 2004). Vive em areas abertas, podendo ser comum em
ambientes antropizados (Eterovick & Sazima 2004). Assim como a maioria das espécies

de anfibios, L. podicipinus vive em aguas rasas nos estagios larvais, periodo em que as
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suas gOnadas se diferenciam e podem ser negativamente influenciadas por
contaminantes que persistem no ambiente (Hayes et al. 2010; Smits et al. 2014).

Os sitios de vocalizagdo dos machos de L. podicipinus podem ser bacias naturais
ou construidas, que muitas vezes contam com a cobertura da vegetagao da margem ou
folhas da serapilheira, onde os machos ficam parcialmente submergidos enquanto
vocalizam (Prado et al. 2002). A espécie também apresenta dimorfismo sexual com
caracteres sexuais secundarios nos machos, como calos sexuais e o0 saco vocal (Heyer
1994) e, em geral, sdo mais leves e menores do que as fémeas (Prado et al. 2000). Ha
cuidado parental de girinos por parte das fémeas até a metamorfose (Prado et al. 2002).

Os testiculos sao 6rgaos pares, localizados na regido abdominal, conectados
ventralmente aos rins pelo mesorquio (Ogieslka 2009). Apresentam forma ovoide e de
coloragdo branca, os loculos sdo esféricos e podem ser observados devido a
transparéncia da tunica pois n&o possui pigmentacado por melandcitos, algo comum em
outras espécies (Figura 1) (Oliveira & Franco-Belussi 2012). Tal coloragdo por
melandcitos pode ser alterada durante o periodo reprodutivo ou ser espécie-especifica
(Zhou et al. 2011; Oliveira & Franco-Belussi 2012). Os corpos gordurosos € a massa
dos testiculos podem variar ao longo do ano em relagéo a estagao reprodutiva e demais
caracteristicas, como o tamanho do corpo e influéncia de pressao sexual, sendo a ultima
na forma do risco de competicdo espermatica (Byrne et al. 2002; Santos & Oliveira 2008;
Chaves et al. 2017).

Figura 1. Morfologia testicular externa de diferentes espécies de anuros. HI: Holoaden
luederwaldti, Lp: Leptodactylus podicipinus, Hm: Hylodes magalhaesi. Pc: Physalaemus
centralis. Adaptado de Oliveira & Franco-Belussi 2012.



As gbnadas masculinas sao revestidas externamente pela tanica albuginea que
serve de sustentacdo e protecao (Haider 2004; Oliveira & Franco-Belussi 2012). De
acordo com o habitat e os diferentes modos reprodutivos, pode haver variagées na sua
espessura e rigidez (Leite et al. 2015).

Os testiculos internamente sao organizados em loculos seminiferos, nao
possuem septos e as camadas de tecido conjuntivo delimitam a area desses léculos. A
regido entre os l6culos € denominada intersticial, que contém vasos sanguineos, células
do tecido conjuntivo e células de Leydig, além de ductos eferentes circundando a regiao
dos l6culos (Oliveira & Franco-Belussi 2012; Leite et al. 2015).

As células de Leydig s&o responsaveis pela sintese de androgenos (Shan et al.
1997; Haider 2004; Santos & Oliveira 2008) e podem sofrer variagdes morfoldgicas de
acordo com as mudangas sazonais (Pudney 1996; Pierantoni et al. 2002; Sasso-Cerri
et al. 2005). A produgao de hormdnios sexuais € importante para a dinamica reprodutiva,
sobretudo o papel de horménios andrégenos em machos, que influenciam as
caracteristicas reprodutivas, tanto fisioldgicas, como na regulagao das células de Leydig
e Sertoli (Shan et al. 1997; Pierantoni et al. 2002), quanto comportamentais, que vao
desde o estimulo para vocalizacdo e formacao do amplexo, até o aumento da
agressividade em relagées macho-macho (Emerson 1997; Harvey et al. 1997).

As células de Sertoli estao envolvidas em processos fundamentais no epitélio
germinativo, como nutricdo e sustentacdo dos cistos onde as células germinativas se
desenvolvem. Também realizam fagocitose de residuos citoplasmaticos provenientes
do processo de espermiogénese (Billard 1970). Em anfibios e peixes as células de
Sertoli continuam se proliferando mesmo apdés o animal atingir maturagdo sexual
(Bouma & Cloud 2005; Schulz et al. 2005).

No interior dos loculos seminiferos estao distribuidos os cistos germinativos, que
possuem varios grupos de ceélulas germinativas. Esses cistos possuem ceélulas no
mesmo estagio germinativo, no entanto, dentro do I6culo pode haver varios cistos em
variados estagios de diferenciagéo (Oliveira et al. 2003).

A configuragédo cistica (Figura 2) é sustentada por extensdes citoplasmaticas das
células de Sertoli, frequentemente observadas em associagdo aos cistos até as fases
finais de diferenciacdo, quando a forma cistica é desfeita e substituida por uma
configuracdo em feixe (Santos & Oliveira 2008). Essas células ficam associadas a
parede basal do léculo e continuam conectadas até estagios mais avangados da

espermatogénese (Ferreira et al. 2009; Santos et al. 2011).



Figura 2. Esquema da Configuragao cistica do testiculo de vertebrados, observa-se os
compartimentos intersticial (IC) com membrana basal (BM), células midides (M), vasos
sanguineos (BV) e células de Leydig (LE). No compartimento germinativo (GC),
destaca-se o epitélio germinativo (GE), as células de Sertoli (SE), espermatozoides (SZ)
no lumen (L). Retirado de Schulz & Nobrega 2011.

O processo de diferenciacao celular durante a espermatogénese se da quando
o cisto germinativo é formado pela associagdo e mitose de células-filhas de
espermatogénias, estas células se encontram na base do epitélio locular e sdo as
menores células germinativas. As espermatogOnias se proliferam por processo de
mitose que, apos alteragbes morfoldgicas, se diferenciam em espermatécito primario.
Os espermatoécitos primarios sao células maiores que apds um primeiro processo
meidtico originam as células tipo espermatécito secundario, de tamanho bem menor.
Ap0s a segunda meiose essas células se diferenciam em espermatides, que séo células
haploides que se alongam e adquirem a formagao em feixe, deixando a configuragéo
cistica, que gera por fim espermatozoides apds o processo de espermiogénese,
processo que da a forma final dos espermatozoides, geralmente com as caudas

voltadas para o lumen. Também é possivel observar espermatozoides nos estagios



finais livres, preparados para seguir para os tubulos eferentes (Oliveira et al. 2003;
Oliveira & Franco-Belussi 2012).

Em anuros a progressao do processo da espermatogénese pode durar toda uma
estacao, sendo que ao final do inverno pode restar apenas os estagios finais, levando a
espermiogénese a ocorrer durante a estagao reprodutiva, o que caracteriza o processo
de reproducgao descontinua. Apesar de algumas diferengas no processo de progressao
germinativa, anuros, peixes e mamiferos compartilham de mecanismos similares quanto
ao processo da espermatogénese (Pierantoni et al. 2002; Nobrega et al. 2009).

O estudo da espermatogénese em anuros, permite melhor compreensdo dos
processos de controles internos e externos durante o ciclo reprodutivo desses animais,
esclarecendo as diversificadas caracteristicas e modos de vida das espécies. Os fatores
ambientais e comportamentais podem influenciar o processo espermatogénico, tanto na
variagdo de determinados tipos celulares durante o ano, como na variagdo da
organizagao germinativa no testiculo entre as espécies (Ferreira et al. 2009; Santos et
al. 2011; Oliveira & Franco-Belussi 2012).

Apesar da morfologia do espermatozoide ser similar em algumas espécies
(Figura 3), ela pode conter caracteristicas Unicas em diferentes grupos, o que pode estar
relacionado ao tipo de fertilizacdo, modo reprodutivo, tipo de amplexo e até mesmo
presencga ou auséncia de competicao espermatica (Zamudio et al. 2016; Salles et al.
2017). Estudos apontam que a pressdo sofrida por individuos de espécies com
poliandria pode influenciar o tamanho do testiculo, assim como a produgéo e morfologia
do espermatozoide, acarretando na selegdo sexual e, portanto, sendo um fator
importante para a evolugdo e desempenho reprodutivo das espécies (Ball & Parker
1997; Byrne et al. 2002; Zeng et al. 2014).
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Figura 3. Morfologia de espermatozoides de espécies de Leptodactylidae. A -
Lithodytes lineatus; B - Leptodactylus macrosternum; C - L. bufonius; D — L.
syphax; E — L. latrans; F — L. podicipinus; G — L. petersii. Seta: borda acrossomal.
Escala: 5um Foto: Salles et al. 2017.

Os anfibios que vivem em ambientes antropizados estdo expostos a varias
ameagcas e muitas delas afetam partes especificas do seu desenvolvimento (Croteau et
al. 2008). Dessa forma, um foco importante para estudos sdo as caracteristicas
reprodutivas de anuros silvestres provenientes de ambientes com diferentes usos do
solo, como areas urbanas e areas sem atividade agricola. As caracteristicas do
ambiente sdo determinantes para muitas estratégias e modos reprodutivos de anfibios
e, portanto, exercem grande influéncia na reprodugao desses animais (Haddad & Prado
2005; Toledo et al. 2012). Essas areas estao sujeitas a mudangas naturais, variagoes
do ambiente, além da exposicdo a diversos contaminantes e influéncia antrdpica,
capazes de promover alteracdes na fisiologia e na reproducdo de anfibios e
consequentemente, causar uma alteracao na populagdo desses animais (Smits et al.
2014; Lambert et al. 2015).
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Em investigagdes laboratoriais, varias substancias apresentaram atividades que
mimetizam ou antagonizam aquelas dos horménios sexuais esteroides e que, portanto,
tornam esses compostos fortes candidatos a agentes causadores da deterioracéo da
qualidade espermatica e de desordens do sistema genital masculino (Sharpe &
Skakkebaek 1993). Assim, o estudo de parametros morfoldgicos e caracteristicas do
tecido reprodutivo desses animais tem provido resultados para avaliacdo da reproducao
de anfibios (Cakici 2013; Franco-Belussi et al. 2014; Gregorio et al. 2016).

Ainda que L. podicipinus apresente alta plasticidade reprodutiva, seja
amplamente distribuido e comum em ambientes antropizados, o conhecimento acerca
da estrutura e fisiologia testicular desta espécie € escasso. Neste sentido, o presente
estudo realizou uma investigagao para avaliar as caracteristicas da morfologia testicular

e dos espermatozoides desta espécie em ambiente urbano.
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Resumo

Os anuros possuem diversas estratégias reprodutivas associadas intimamente a
dindmica germinativa do testiculo e a producao espermatica. Leptodactylus podicipinus
apresenta alta plasticidade reprodutiva e ampla distribuicdo geografica, comumente
encontrados em ambientes antropizados. Embora seja capaz de se reproduzir o ano
todo, o conhecimento acerca da sua estrutura testicular nesses habitats € escasso. O
presente estudo avaliou a organizagao celular do testiculo, caracteristicas morfologicas
dos espermatozoides desta espécie em um ambiente urbano. Neste estudo foram
utilizados 11 machos sexualmente maduros. As coletas foram realizadas por meio de
excursoes noturnas durante os periodos de abril e setembro, o periodo coincidiu com a
pos-estagao chuvosa. Dados biométricos, tais como massa testicular, comprimento
rostro-cloacal e massa corporal absoluta foram associados com as variaveis de
parametros espermaticos (tamanho da cabega e cauda dos espermatozoides). Foram
realizadas avaliagdes da morfologia espermatica e calculos estereolégicos do testiculo.
Os resultados apresentaram correlagbes entre a massa testicular e o tamanho dos
espermatozoides, sendo positiva em relacdo ao tamanho da cabega e negativa em
relagdo ao tamanho da cauda. A area de loculo e o tamanho da cauda dos
espermatozoides também apresentou correlagdo negativa. Houve cabecas e caudas
dos espermatozoides com morfologia distinta do padrdo descrito para a espécie. A
estrutura germinativa apresentou mais de 50% da area locular composta por
espermatozoides, 17% de espermatides, 16% de espermatécitos e 1% de
espermatogonias. Os resultados obtidos contribuem para o conhecimento dos aspectos
relacionados a biologia reprodutiva do Leptodactylus podicipinus em ambiente urbano.

Palavras-chave: Anfibios, morfologia testicular, espermatozoide, gbnada masculina.
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Abstract

Anurans have multiple reproductive strategies, which are intimately associated with the
testes germinative dynamics and sperm production. Leptodactylus podicipinus presents
a high level of reproductive plasticity and wide geographical distribution, being commonly
found in anthropized environments. Although the species has the capacity to reproduce
throughout the year, the knowledge about their testes structure in urban habitats is
scarce. The present study evaluated the morphological characteristics of the species
testes and sperm in an urban environment. Were used 11 males sexually mature from
the city of Campo Grande, state of Mato Grosso do Sul, Brazil. The sampling were trough
night excursions during the months of April and September, the period occurred in the
post rainy season. The biometric data of testes mass, snout-vent length and absolute
body mass were associated with sperm parameters variables (length of spermatozoids
head and tail). Were performed sperm morphology evaluation and testes stereological
calculations. The results presented correlations between testes mass and
spermatozoids length, being positive related to the head length and negative related to
the tail length. The locular area and the tail length also presented a negative correlation.
There were heads and tails of sperm with a morphology different from the pattern
described for the species. The germinative structure presented more than 50% of the
locular area composed of spermatozoids, 17% spermatids, 16% spermatocytes and 1%
spermatogonia. The data contributes to the knowledge of the aspects related to the
reproductive biology of Leptodactylus podicipinus from urban environment.

Keywords: Amphibians, testicular morphology, sperm, male gonad.
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1. Introducgao

Dentre os anfibios, os anuros sédo os integrantes com grande variedade de
modos e estratégias reprodutivas que consistem em varios processos fisioldgicos e
comportamentais, intimamente ligados a fatores externos e internos aos quais esses
individuos estdo sujeitos [1,2]. Dessa maneira, algo tao vital como a reproducéo de uma
espécie pode ser modulado por diversas caracteristicas como clima, temperatura,
umidade e até mesmo relagdes comportamentais entre machos-fémeas e machos-
machos [1, 2, 3, 4, 5]. Além dos fatores naturais, a presenga de atividades humanas em
ambientes reprodutivos ou seus arredores pode resultar em varios impactos no
desenvolvimento desses animais [6,7,8,9,10,11,12].

Estudos apontam que a pressao sexual sofrida por individuos de espécies com
poliandria pode influenciar o tamanho dos testiculos, assim como a produgcado e a
morfologia dos espermatozoides [13,14,15]. Portanto, o estudo da espermatogénese em
anuros permite melhorar a compreensé&o dos processos de controles internos e externos
durante o ciclo reprodutivo desses animais, o que pode contribuir para o esclarecimento
das diversificadas caracteristicas e modos de vida das espécies. Os fatores ambientais
e comportamentais dos anuros podem influenciar o processo espermatogénico, tanto
na variacdo de determinados tipos celulares durante o ano, como na variacdo da
organizagao germinativa no testiculo entre as espécies [16,17,18].

A maioria das espécies de anuros, vivem em aguas rasas nos estagios larvais,
periodo em que as suas gOnadas se diferenciam e podem ser negativamente
influenciadas por contaminantes que persistem no ambiente [19,20].

Contudo, o conhecimento acerca da estrutura e fisiologia testicular em locais
urbanos ainda € escasso. Neste sentido, o presente estudo realizou uma investigagcao
para descrever as caracteristicas da morfologia testicular e dos espermatozoides de

Leptodactylus podicipinus (Cope, 1862), de um ambiente urbano.

2. Material e métodos
2.1. Amostragem

Foram utilizados machos adultos e sexualmente maduros L. podicipinus (n=11),
com aproximadamente 37mm de comprimento rostro-cloacal, provenientes de um
ambiente urbano - o “Lago do Amor” - localizado dentro da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, no Campus de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil
(20°30'12.11"S 54°37'1.65"0). As coletas foram realizadas por meio de excursdes
noturnas, utilizando o método de busca ativa em sitio de vocalizagao [21]. As excursdes

foram nos periodos de abril e setembro de 2020, que coincide com o periodo pés-
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estacao chuvosa. Desta maneira, as coletas puderam acometer a variagdo na dindmica
do epitélio germinativo, mesmo a espécie sendo classificada com possuindo reprodugao
“continua” [2]. Os animais utilizados neste experimento foram mantidos de acordo com
os Principios Eticos em Experimentacdo Animal (protocolo UFMS # 997/2018). As
coletas foram realizadas com a licenca de coleta e manutencdo de anfibios em
laboratério (SISBIO/ICMBio #45889-1).

2.2. Biometria

Os espécimes foram eutanasiados por aplicagao de benzocaina (5%) topica nas
regides ventral e inguinal. Posteriormente, foram determinados o comprimento rostro-
cloacal (mm) e massa corpdérea (mg). As gbnadas foram extraidas e pesadas para
calcular o indice gonadossomatico (IGS) (massa das génadas (g) / massa corporea (g)
X100) [22].

2.3. Analises histologicas

Apds a eutanasia, as gbnadas esquerdas foram destinadas para analises
histolégicas, sendo entéo fixadas durante 3 horas por imersdo em Metacarn (60% de
metanol, 30% de cloroférmio e 10% de acido acético) em temperatura ambiente [23].
Apos a fixagao foram submetidas ao processamento de rotina para microscopia de luz
convencional.

As gbnadas foram incluidas em Paraplast (Sigma - Aldrich®) e feitas 3 secc¢bes
longitudinais ndo consecutivas por animal (3 ym de espessura, 50 um de distancia entre
as secgodes). Os cortes histologicos foram corados em Hematoxilina-Eosina (HE) e
posteriormente analisados em Microscopio ZEISS modelo Primo Star do Laboratério de
Patologia Experimental (LAPEXx)- INBIO-UFMS.

As analises histolégicas qualitativas foram realizadas com o intuito de avaliar a
arquitetura do testiculo dos L. podicipinus. Para tanto, utilizou-se aumento de 100x e
400x vezes em microscopia de luz para a analise de area de léculo e células
germinativas, respectivamente. Estas analises abrangeram a identificagao morfologica
dos principais tipos celulares de diferentes geragdes de células germinativas
(espermatogbnias,  espermatécitos  primarios, espermatécitos  secundarios,

espermatides e espermatozoides), através de parametros ja estabelecidos [18,24].
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2.4. Morfometria do Testiculo

Para as analises morfométricas os cortes testiculares longitudinais foram
observados em microscépio de luz ZEISS modelo Primo Star em 400X, acoplado ao
sistema digitalizador de imagens Opticam modelo LOPT14003, analisadas no software
Image-Pro Plus v. 6.0. Para isso, a analise da dindmica das células germinativas foi
determinada de acordo com o volume locular ocupado pelas células, no qual foram
medidos o volume de 10 I6culos de cada individuo avaliado (10 I6culos x 11 individuos),
sendo obtida uma média do volume desses loculos. A média da area de ocupacéo dos
cistos de células germinativas foi obtida através do método de diagrama graticulado de
Weibel [25], através do qual pontos de cada tipo de cisto foi identificado. Dessa maneira
foi obtida a area ocupada por cada cisto nos léculos, tendo como base 252 pontos, que

representam a area locular.

2.5. Morfologia espermatica

As gbnadas direitas foram coletadas e separadas para a analise da morfologia
espermatica e utilizadas preparagbes a fresco seguindo as diretrizes ja descritas [26]
com as adaptagbes apontadas a seguir: com uma agulha de insulina foram injetadas
0,1 mL de formol salina a 10% dentro das génadas; posteriormente essa solugao foi
aspirada e utilizada para fazer aliquotas; em seguida foram colocadas uma ou duas
gotas dessa suspensao sob laminas histologicas e, apds 30 minutos, foram observadas
em microscopia de contraste de fase (400X) em que 200 espermatozoides por individuo
foram avaliados quanto a sua morfologia de cabeca e cauda, seguindo parametros ja
descritos para a espécie (presenga de cabega alongada e membrana da cauda
ondulante) [27].

Foram realizadas medi¢des lineares do tamanho da cabega e cauda dos
espermatozoides [15]. Para essas medidas foram preparadas laminas histolégicas com
gotas da aliquota de espermatozoides e entdo adicionado corante eosina.
Posteriormente as laminas foram observadas sob microscépio de luz ZEISS modelo
Primo Star (aumento de 400X) com camera acoplada Opticam modelo LOPT14003,
para obtenc&do das imagens de 100 espermatozoides por individuo para retirada das

medidas de cabeca e cauda utilizando o software Image-Pro Plus v. 6.0.

2.6. Andlises Estatisticas

Foram realizadas analises estatisticas de correlacao linear entre os parametros
de morfometria testicular, valores biométricos do animal e o tamanho dos
espermatozoides. As diferengas foram consideradas significativas quando p< 0,05. Para

as analises foi utilizado o software GraphPad InStat ® versao 3.06.
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3. Resultados
3.1. Biometria

Os valores médios encontrados para a massa corporea e o IGS dos individuos
de L. podicipinus investigados foram, respectivamente, 4,82+0,26 e 1,56+0,19. A massa
testicular apresentou média de 0,07 £0,01 e o CRC de 37,05mm %0,87.

3.2. Analises histologicas

Os tubulos seminiferos estavam envoltos pelos componentes do compartimento
intersticial ou intertubular, onde ficam localizados os vasos sanguineos e linfaticos e as
células de Leydig (Fig. 2A). A maioria dos individuos apresentaram os diferentes tipos
de células germinativas (Fig. 2).

Durante a espermiogénese em L. podicipinus, assim como nos demais anuros,
os cistos espermatogénicos se abrem e as células germinativas (espermatides) estao

em contato direto com a membrana plasmética apical das células de Sertoli (Fig. 2A).
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Figura 2. Histologia do testiculo de
L. podicipinus. A e B — Léculo com
cistos germinativos (Linha
vermelha), observa-se grande
quantidade de espermatozoides
(STZ) no Ilumen do léculo,
enquanto na periferia temos
espermatécitos primarios (STCI),
secundarios (STCII),
espermatogbnias (setas verdes),
espermatides (setas pretas) e
células de Leydig (LE) e Sertoli
(SE). C e D - Delimitagao de
I6culos (Linha amarela); observa-
se cistos organizados na periferia e
limen (L) contendo
espermatozoides soltos ou em
feixes. Coloragdo Hematoxilina-
Eosina. Aumento de 400X (A e B)
e 100X (C e D).
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3.3. Morfometria do Testiculo

A média da area total do loculo na espécie foi de 61344,36 £10888,00um?2. O volume das
células germinativas na area locular foi de 85%, sendo 51,36% de espermatozoides (STZ). Os
valores para os volumes de espermatides (STE), espermatécito primario (STCI), espermatécito
secundario (STCII) e espermatogbnia (STG) foram, respectivamente, 16,72%, 11,36%, 4,45% e
1,30%, sendo os 15% restantes compostos por area citoplasmatica, tecido intersticial e espaco
locular (Fig. 3). Estes dados indicam que as células germinativas ocuparam a maior parte da area

locular.

Outros
15% STG

5TZ STCI
51% 11%
STCII
5%

% Outros EMSTG MWSTCI ESTCH =ZSTE 45TZ

Figura 3. Grafico do Volume Médio ocupado por cada tipo de célula germinativa na area locular (61344,36
+10888,00um?). STZ — Espermatozoides; STE — Espermatides; STCI — Espermatécito primario; STCIl —
Espermatdcito secundario; STG — Espermatogdnia.

3.4. Morfologia espermatica

Os espermatozoides analisados apresentaram, de modo geral, a morfologia padréo para a
espécie (cabega alongada e cauda ondulante). Entretanto, alguns espermatozoides apresentaram
morfologia distinta do reportado na literatura (Tabela 1).

Tabela 1. Morfologia espermatica de L. podicipinus em ambiente urbano. Numero de machos analisados
(N=11) e nimero de espermatozoides descritos (Nsptz).

Cabeca Nsptz Cauda Nsptz
Alongada 2174 Ondulante 2162
Alfinete 8 Enrolada 38
Curva 18
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Os valores médios do tamanho dos espermatozoides dos individuos foi de 21,40um+0,33

para o comprimento da cabeca e de 31,12um+0,31 para o comprimento da cauda.

3.5. Correlagdes dos parametros biométricos e morfometria testicular/espermatica

As variaveis apresentaram correlagdo negativa e moderada (r=-0,72, p=0,01) (Fig. 4) ou
seja, a relagcéo entre a area locular dos testiculos e o comprimento da cauda dos espermatozoides
€ inversamente proporcional, portanto, quanto maior é a area locular menor a cauda dos

espermatozoides.
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Figura 4. Grafico de dispersdo apresentando a regressao linear entre a area locular dos testiculos e o
comprimento da cauda dos espermatozoides analisados. Cada simbolo representa um valor de ambas as
variaveis para um unico individuo. Valor de p no teste de regressado linear de Pearson. r=coeficiente de
correlacao linear. A linha representa a regressao linear.

Foram obtidos resultados diferentes para a correlagao entre a massa testicular e o tamanho
da cauda e cabecga dos espermatozoides (Fig. 5 e Fig. 6), respectivamente. Na correlagao linear
entre a massa testicular e o comprimento da cauda dos espermatozoides dos individuos, houve
diferenga significativa (p=0,02) sendo negativa e moderada (r=-0,66, r>=0,44) ou seja, a relagao
entre a massa testicular e o comprimento da cauda dos espermatozoides € inversamente
proporcional.

O resultado da correlacdo entre a massa testicular e o tamanho da cabega dos
espermatozoides dos individuos foi inverso (Fig. 6). Também houve diferenga significativa (p=0,03),
no entanto, a correlagdo foi positiva e moderada (r=0,62 r?=0,39). Sendo assim, a relagdo é
diretamente proporcional, ou seja, quanto maior a cabe¢a dos espermatozoides, maior também é a

massa testicular.
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Figura 5. Grafico de dispersdo apresentando a regressao linear entre a massa testicular e o comprimento da
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variaveis para um unico individuo. Valor de p no teste de regressao linear de Pearson. r=coeficiente de
correlacao linear. A linha representa a linha de regresséo linear.
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Figura 6. Gréfico de disperséo apresentando a regressao linear entre a massa testicular e o comprimento da
cabecga dos espermatozoides dos individuos analisados. Cada simbolo representa um valor de ambas as
variaveis para um unico individuo. Valor de p no teste de regressao linear de Pearson. r=coeficiente de
correlagao linear. A linha representa a linha de regressao linear.

N&o houve associagao entre as demais variaveis biométricas (CRC, IGS, massa corporea)

e o tamanho dos espermatozoides.
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4. Discussao

L. podicipinus possui uma estratégia reprodutiva plastica, tendo facil adaptacao as variagcoes
ambientais [2]. Os resultados do presente trabalho descrevem caracteristicas histomorfométricas
do testiculo e a morfologia espermatica da espécie em um ambiente urbano. A estrutura germinativa
testicular dos individuos de L. podicipinus apresentou tipos celulares germinativos predominantes
(espermatides e espermatozoides), o que pode ser um refor¢co para a descri¢gao de sua reprodugao
continua [2].

Os resultados acerca da area locular de L. podicipinus em ambiente urbano sao inéditos.
Nossos resultados apontam que os individuos de L. podicipinus possuem uma area média locular
maior que aqueles de L. macrosternum [28], Physalaemus cuvieri, Dendropsophus minutus e Boana
albopunctata [29], o que sugere uma variagdo interespecifica dos parametros testiculares.
Entretanto, todas essas espécies foram estudadas em ambiente com estresse hidrico [28] ou com
interferéncia humana [29]. Tal achado também pode ser devido ao fato de L. podicipinus apresentar
poliandria, visto que ha uma possivel relagdo entre o tamanho do testiculo e a intensidade de
competicdo espermatica em anuros [5,30].

A estrutura germinativa do testiculo dos individuos de L. podicipinus apresenta padréo
comum registrado para os anuros e a espécie em questdo [16,17]. Possui células de todos os
estagios germinativos dentro dos loculos, porém com predominancia de espermatozoides, o que
corrobora com a caracteristica reprodutiva da espécie [2], pois os individuos demonstraram grandes
quantidades de espermatozoides no limen mesmo na estagao pds-reprodutiva.

Os cistos de espermatécitos apresentaram uma frequéncia bem menor que os cistos de
células em estagios finais, como espermatides alongadas e espermatozoides. Tais resultados estao
de acordo com o padrao ja descrito para L. podicipinus [16], no qual os cistos de espermatdécitos
foram esporadicos e raros, o que pode estar relacionado com a caracteristica da reprodugao aciclica
da espécie. Esses resultados sugerem que a frequéncia das células germinativa de L. podicipinus
nao foi alterada pelo ambiente urbano, pois esta de acordo com o que ja foi observado em ambientes
menos influenciados como o Pantanal [16], clarificando a sua plasticidade reprodutiva e larga
distribuigao.

A morfologia espermatica € um parametro importante na avaliagéo da fertilidade de machos
[31]. Varios estudos relataram a ocorréncia de poliandria associada a competicdo espermatica e,
desse modo, influenciam a morfologia dos espermatozoides [13,32,33]. Sendo assim, as
caracteristicas espermaticas observadas no presente estudo podem estar associadas ao modo
reprodutivo da espécie [27, 30, 34].

O tamanho médio total dos espermatozoides do presente estudo foi de 52,51+1,25um,
corroborando com o descrito para a espécie [27], que obteve valores similares para L. podicipinus
nas regides Centro-oeste e Sudeste do Brasil.

No presente estudo a correlacdo entre a area locular e o tamanho da cauda dos
espermatozoides e, massa testicular foi negativa. Isso pode ser uma forma de compensar o menor
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investimento em massa testicular para uma producéo de espermatozoides com caudas mais longas
e mais eficientes, corroborando os resultados que descrevem a influéncia direta e positiva da
pressao sexual para o comprimento da cauda dos espermatozoides de espécies de Myobatrachidae
[32].

A massa testicular absoluta foi associada de modo significativo com o tamanho da cabeca
e cauda dos espermatozoides, onde foi observado relacbes diferentes com os dois parametros,
sendo positiva em relacdo ao tamanho da cabega e negativa para a cauda dos espermatozoides.
Este resultado esta de acordo com a literatura, pois estudos de morfologia, produgcédo e competicdo
espermatica apontam para a existéncia de relagdes tanto positivas quanto negativas, diretas e
indiretas, entre a massa testicular e o comprimento dos espermatozoides [14,15,32], sendo por
intensidade de competicao espermatica ou aumento do tamanho testicular, resultado de diferentes
maneiras de investir em produgao espermatica [15,32]. A relacao positiva entre tamanho da cauda
e cabeca dos espermatozoides e o tamanho dos testiculos pode resultar na producdo de
espermatozoides com caudas menores e cabegas mais longas quando ha alto risco de competi¢ao
[15], pois este influencia diretamente o tamanho da cauda [32]. Assim, alinhado com os demais
estudos, os resultados das correlagbes entre tamanho dos espermatozoides e a massa testicular
de L. podicipinus corroboram o argumento do papel da competi¢do, através da poliandria, o que
pode acarretar a modulagéo da morfologia espermatica e testicular [15,30].

Em relagao aos valores biométricos, uma vez que tais valores podem apresentar relacoes
que clarificam o estado do desenvolvimento e atividades dos anuros [35], ndo houve resultado
significativo. Dessa forma, a falta de associagao entre o desenvolvimento corporal (tamanho e CRC)
dos individuos e o desenvolvimento das génadas (IGS e massa testicular) se alinham com a
hipétese de que a selegao sexual € um fator de grande influéncia no investimento e desempenho
das gbnadas em machos [13], sugerindo que L. podicipinus nessa regiao urbana ¢ influenciado por
fatores de pressdao sexual, como o risco de competicdo, levando ao investimento no
desenvolvimento testicular. Tal argumento é corroborado por evidéncias de um estudo semelhante
com L. macrosternum [36], onde os dois parametros também apresentaram desenvolvimento
independente, o que possivelmente pode ser uma caracteristica do grupo.

Esta relacdo também pode estar vinculada a caracteristica da espécie, a qual apesar de
apresentar certo nivel de competicdo espermatica, ndo possui uma grande propor¢do de massa
testicular em relagdo a massa corporal, sendo a massa das génadas apenas 0,75% da massa
corporal, 0 que & pouco se comparado a outras espécies proximas (e.g. L. macrosternum) que

apresenta o peso das gbnadas com 4% do total da massa corporal [5,28].
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5. Conclusao

Em suma, conclui-se que L. podicipinus mantém o padrao das caracteristicas de estrutura

germinativa do testiculo descrito para anuros, visto em outras espécies da familia, o que é coerente

com a descricdo da reproducao continua da espécie. Por fim, os resultados obtidos suportam o

argumento da influéncia que os fatores de pressdo sexual exercem sobre o desenvolvimento

testicular e espermatico.
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can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer ), Hanraads JA), Lupton RA. The art of writing a scientific article. ) Sci Commun
2010;163:51-9, https://doi.org/10.1016/§.5¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

[2) Van der Geer ), Hanraads JA), Lupton RA. The art of writing a scientific article. Heliyon.
2018;19:002085. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018,e00205

Reference to a book:

[3] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[4] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith
RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 281-304.
Reference to a website:

[S) Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK, http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/; 2003 [accessed 13 March 2003].

Reference to a dataset:

[dataset) [6] Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1; 2015, https://doi.org/10.17632/
xwj98nb39r.1,

Note shortened form for last page number. e.g., 519, and that for more than 6 authors the first 6
should be listed followed by ‘et al.' For further details you are referred to ‘Uniform Requirements for
Manuscripts submitted to Biomedical Journals' () Am Med Assoc 1997;277:927-34) (see also Samples
of Formatted References).

Reference style

Format the references in compliance with the recommended style for this journal:

Last name, initial, full paper title, journal full name, year, volume (number) first and last page.
Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Paivio A, Jansen B, Becker L). Comparisons through the mind's eye. Cognition 1975;37(2):635~
47.

[2] Ulbrich SE, Kettler A, Einspanier R. Expression and localization of estrogen receptor o, estrogen
receptor f and progesterone receptor in the bovine oviduct in vivo and in vitro. ) Steroid Biochem
Mol Biol 2003;84(2~-3):279-289.

Reference to a book:

[3] Letheridge S, Cannon CR, editors. Bilingual education: teaching English as a second language.
New York: Praeger; 1980.

Reference to a chapter in an edited book:

[4] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 3rd ed. New York: MacMillan; 1979 [chapter 4].
Reference to a conference (only abstracts 2-page long may serve as references):

[S) Douglis F, Ball Th, Tracking and viewing changes on the web. In: Proc. 1996 USENIX technical
conference; 1996,

36



Certificagdo da Comissao de ética no uso de animais - CEUA

-

&

Servio Pudlico Federal
Minsténo 0a Foucacho
rmmwammuu

»
i 2y

Cl-CEUA
Campo Grande, MS, 20 de maio de 2019

Do Dra Likan Franco Belussi

Can Baooada o Ao ke snasnienes
Para Prowdenie @ demas meTeros o3 CEUA

Assunto SOlCRaga0 de INCAUSE0 00 MEMbIOs & KCNICAS NO Projeto
Prezado Dr Fabio o demais Membros da Comissho,

Socito & inckusdo da Profa Dra Marcana Sansbra. 9o INBIO da UFMS e 0o dsconte Rafeel
Boron mamqmmwmum na SQUIDE WCNCA NO PrOMI0 MAUlac0
'MWow-MW:mumm
mw.m“‘mwofmﬂ com volnow de
19072018 a 31082020 mmcouuﬁouemuomummm
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SULUFMS, na 10* reunidlo ordindra do 0@
08/1172018 mmmuw‘mommmomm
prévia de § @ 4 anos respectivamente

Como descrio na proposts n® 99772018 serdo realzadas coletas 0 Leplodactylus podopus
1ambém em drea antropizads onde S30 conhecdss 88 interferdnCias das atwidaces humanas como
INdustrins agricolas e hosprtalares localzados na cidade de Campo GrandeMS A Profa Dra Marcens
Sanabeia o seu 01entado o Sob minha coorentacho Rafeel Boron propbem em seu Projeto de Mestraso
nuumammmomwomwn
mwmwumumm

Baseando-se NO PANCIpId dos 3 Re Reduzir, SUbMIIUF @ refnar. DIOPOMOS UMZAN OF Mesmos
anmas (n+10) de &rea Antropizacs P INClusSo de WONCAS do avalischo feprodutve, Ou Ma serdo
Munmnmowuoh“nmwmnmm
Goscriias & SeQU ApOs & euianiea 08 ANIMan 8% gONadas serdo retradat @ DAt em balnca
analitica de precisdo @ posterormante congelados & -20°C pars POMEncr determnacio S0 NUMmero oe
oblulas germinatvas O testiculos Gestnados para andises NatoOCES $erd0 retrados & DERA0OS om
m«mmomwmnmmwnmnm As
AMOSIIas 40 tecido serdo lavadas durante 24h em agua Gesirgtacos NUMa sire raduadca de etandl ¢
ombebidos em ParaplastT™ (Sigma. St Lous MO EUA). & lemperatura ambiente SerSo cbMI0 cortes
Wumammmm-mmmmn
20180 realizadas com auxiho 08 UM MICroscoMo de lu2 mummmw

Valo ressaltar que NSO havera mudanca no planejamento cota MOS0 36 SUAANISA & OeeCae
a8 CArcaca |A descritos na proposta n® 99772018 o aprovads por essa Commslo

Atenciosaments.
Lian Franco Belusw

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS UFMS
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Servigo PUblico Federal
1 Ministério da Educacso
Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

UFMS
Cl n2 20/2019 - CEUA/CPER/COMIS

Campo Grande, 27 de maio de 201S.

Do: Prof. Fabio José Carvalho Faria — Coordenacdo da Comiss3o de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UFMS

Para: Prof2 Dr2 Lilian Franco Belussi — INBIO

Via: Direta

Assunto: Cl s/n22019 de 20/05/2018.

Prezada Pesquisadora:

A Coordenagdo da Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFMS, em sua 4*
Reunido Ordinaria do dia 22/05/2019, APROVOU as solicitagdes descritas na CI s/n (20/05/2019) de V.Sa.
vinculadas ao projeto de pesquisa: “Efeitos histopatologicos e imunolégicos em anuros Neotropicais:
proposicdo de novas ferramentas morfolégicas para o monitoramento ambiental”. — Pesquisadora
responsavel: Lilian Franco Belussi (Processo 23104.026719/2018-45) — Protocolo 997/2018.

Sendo o que se apresenta para 0 momento.

Atenciosamente,

Fabio José Carvalho Fana
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
CEUA/UFMS
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Licencga do SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizac3o e Informac3o em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 45889-1 I Data da Emissdo: 13/10/2014 01:21
Dados do titular
Nome: Diego José Santana Silva |CPF: 065.125.978-58
Nome da Instituic3o : FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL CNPJ: 15.461.510/0001-33

Observagoes e ressalvas

1

As IVid30es 0e CaMPO EXErciaas Por PEES0a NAtUrAl Ou Juridica esrangeira, em todo 0 IEMRONO NACIoN, Que IMPlIQUEM 0 CESICIMENTD 08 MECUrsos humanos &
materials, 1endo por objeto coletar 03dos, Matkerials, especimes bIoIOgICos & minerals, pe¢as INtegrantes 03 CUItUr3 NANVA & Cultura POPUIar, presente @ passada,
0DIA0S POr MEID O MECUrs0s € 1ECNICas qQue 58 CRSUNEM 30 £6tud0, 3 CTUS30 OU 3 PEsSqUIS3, 26130 SUMRILES 3 JutonZacdo 0o Mnisténo oe CIEncia & Tecnolga.

A IC2nga permanents N30 € valkda para: 3) COIEta Ou Yansporie 02 5DECIEs QUE CONStem Nas IIS1as ONCials 08 S5pECcias aMeagacas 02 extngao, D) Manutencao de

espécimes o2 fauna silvesire em cativelro; ¢) recebimento ou envio de matenal biclogico 30 exterior; € d) realizagdo de pesquisa em unidade de conservagdo feceral
Ou em cavema. A restrig3o prevista no item d n3o se aplica 3s categorias Reserva Paricuiar 0o Patrmonio Natural, Area oe Relevante Interesse Ecoiogico @ Area de
Protec3o Ambiental coNSIRUII3s por 1eMTas privadas.

owmxnwm Waewmaoo mmaemawmmemomewmmaw
i oe

3 penmanen i
mmmwmmmwmwmmmam nmmagﬂogeauoemmngena(rmynmmoe

| consenvagdo estadual. aistrital ou municipal.
Esta icenga permanents N30 POJEra Sef WIZada Para ins COMETCials, INGUSTIAN OU ESPOMIVOS OU Para realZagso 02 JUvIdaoes INlegrantes 0o Processo de
empreendimenios.

lmmm&
wmueemommumummmnamuqaonmuvamn'nmozuwom

auo-lu-l ulu

mmmmammﬂouu«puum

O UUar o8 Ic2NGa OU JULONZICI0 € 05 MEMDIoS 03 U qUIDE JEVerao oplar por MEtoaos 02 COKIA & INSIruMENtos 08 CIPIUra GIrecionados, sempre Que possivel,
30 grupo AXoNOMICO de nteresse, evitandd 3 Morte ou GaNO SIgNITCILIVO 3 OULTOS Qrupos; & eMPregar esforgo de coleta ou Capiura que n3o comprometa 3 viadlidace
00 grupo t3XONAMICO de Interesse em condicdo in situ.

omzmlmngapemmeoemm anuamente, relatono oe Jtvicades 3 ser enviaso por meio 4o SISbIo NO prazo de ate 30 i3S 3p0s 0 aniversano de

mwwumumn&smummawncxmm poaen.mmowdonmvana ufaamnzx;éowleenca
SUSPENSa Ou revogada pelo ICMBIO & 0 material bioiogico coletado apreendido NOS temos da lagisiagdo draslieira em

Alcengapeﬂmn!senvwmbmomwmwmalmmwawdemmmwma
sol!

_Estemnbmowmwmmngmgbumﬁemmawwuwpmmnwwmmmm.n:
piataforma continental @ Na Zon3 coNOMICA EXCIUSIVA, OU 30 conhecimentod tradicional 3550C1ado 30 Patrimdnio geneético, para fins 0 pesquisa clentmca,
Dioprospeccdo & desenvolvimento tecnoidgico. Vela malores Informacies em www.mma.gov.briogen.

Outras ressalvas

UmaIJ-"naoevalndapa’al)ooletaounnspoﬁedeespee-esqueconsmemlmaoﬁaaldeespeaesamea;adasll)nwmenqaohemporanade

::&emsemcabve-mlllneebmmdmdema&nalbtobgeoaoemmre ﬁahza ¢30 de pesquisa em UC federal ou em cavidade natural
erraneaParagraioUmeoEssamsmgaonaoseaphcaascategonasRPPNe A; Uma LP tem carater pessoal e intransferivel sendo que o

pesqusadormﬂardaLPquandoaeompanhadodeverareglsva'aexpedagaodecanpomSIS&oelr\fomarnw\eeCPFdosmmaa

equpebemmdadosdaexpedugaoqncons'anonoeunptwantedemgmdeemecggaopzammdmma;aoaﬁscdzagao%

membros da equipe.exceto auxiiarés de campo e condutores de veiculos, dever3o estar trados no SISBio.
Taxons autorizados
B NIvel taxonomico Taxon(s)
T Amphoa
2 | ORDEM Squamaia
3

Destino do material biologico coletado

L3 Nome Jocal destino
|1 IFWDACAOWVERSOADEFEDERALDEMATOGROSSODOSUL | colegdo |

Este documento (Licenca permanente para coleta de material zooldgico) foi expedido com base na Instrucdo Nommativa n® 03/2014. Através do

cod

igo de autenticacdo abaixo, qualquer cidadio podera verficar a autenticidade ou regulardade deste documento, por meio da pagina do

Sisbio/ICMBio na Intemet (www.icmbio.gov.brisisbio).

— . ~ | Pagina 1/2 |
Codigo de autenticagao: 34928718 IIIIIIIll'”I
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