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RESUMO
Parametros da historia de vida de uma populacéao de Proceratophrys goyana

(Miranda-Ribeiro, 1937) (Anura: Odontophrynidae) no Brasil Central.

Fernanda Barros Passaglia

Reuber Albuquerque Brandao

Resumo da Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pods-
graduacdao em Zoologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade de
Brasilia, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Mestre

em Zoologia.

A histéria de vida de um organismo é composta por parametros como idade de
maturacao sexual, longevidade e tamanho na maturidade, que séo informacgdes
essenciais para entender a dinamica das populagdes e apoiar medidas de
conservagao. A osteocronologia, técnica baseada na contagem de Linhas de
Suspenséao do Crescimento (LAGs), é eficaz na estimativa da idade em anfibios,
especialmente anuros, mas ainda subutilizada em espécies do Cerrado.
Considerando a elevada diversidade de anuros e os crescentes impactos
antropicos neste bioma, é urgente ampliar estudos sobre a historia de vida de
espécies endémicas, a fim de preencher lacunas e de auxiliar na formulagcao de
estratégias para a conservagao de espécies. Este trabalho teve como objetivo
determinar parametros da historia de vida de uma populacao de Proceratophrys
goyana, espécie endémica do Cerrado, por meio da osteocronologia. Entre
agosto de 2023 e fevereiro de 2024 foram coletados 116 individuos, na Chapada
dos Veadeiros (GO), localidade-tipo da espécie. Os espécimes foram sexados
por meio de observacdo direta de caracteres secundarios e gbnadas;
mensurados quanto ao tamanho corporal (CRC), pesados e avaliados quanto a
maturidade sexual. A idade foi estimada por contagem de LAGs em cortes

histolégicos do fémur corados com H&E, e a reabsorgédo foi corrigida por



protocolo que compara os perimetros das LAGs com o da linha de reabsorcao
(RL). A osteocronologia demostrou ser uma metodologia viavel para estimar a
idade da espécie, a despeito da alta taxa de reabsor¢ao de LAGs. O caélculo de
reabsorcao permitiu estimativas mais precisas da idade, com a deposicao de
LAGs ocorrendo anualmente, em sincronia com a sazonalidade do Cerrado.
Existe dimorfismo sexual na espécie, com fémeas maiores (57,21 £ 3,20 mm)
que os machos (39,11 £ 3,54 mm). A longevidade estimada foi de até sete anos
para machos e até oito anos para fémeas, com a idade de maturidade sexual de
um ano para machos e dois anos para fémeas. O tamanho médio na maturidade
foi de 39,11 mm para machos e 57,21 para fémeas, reforcando o dimorfismo
sexual no tamanho (SSD) enviesado para fémeas. A expectativa de vida
reprodutiva potencial foi de seis anos para ambos os sexos. As curvas de
crescimento revelaram padrdes distintos, com machos apresentando maior taxa
de crescimento (k=1,03), mas com menor tamanho assintético (41,41mm),
enquanto fémeas cresceram mais lentamente (k=0,38), mas atingiram maior
tamanho assintotico (65,16mm), mantendo o crescimento mais acentuado apos
a maturidade. A regressao logistica penalizada indicou que, nos machos, a idade
foi um preditor mais forte da maturidade, enquanto, nas fémeas, o tamanho
corporal foi o fator mais determinante, com a transi¢ao da maturidade ocorrendo
entre 50 e 55mm. Os resultados corroboram padrdes amplamente registrados
em anuros, onde machos amadurecem mais cedo, enquanto fémeas priorizam
o crescimento continuo para maximizar a fecundidade. Este estudo representa
a primeira investigagao detalhada da histéria de vida de P. goyana e reforga a
importancia de estudos semelhantes em anuros, especialmente no contexto de

rapida perda de biodiversidade no bioma Cerrado.

Palavras-chave: Osteocronologia; Longevidade; Dimorfismo sexual; Maturidade

sexual; Cerrado
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ABSTRACT
Life-history traits of a population of Proceratophrys goyana (Miranda-Ribeiro,
1937) (Anura: Odontophrynidae) in Central Brazil.

Fernanda Barros Passaglia

Reuber Albuquerque Brandao

Abstract da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Poés-
graduacdao em Zoologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade de
Brasilia, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Mestre

em Zoologia.

The life history of an organism encompasses traits such as age at sexual maturity,
longevity, and size at maturity, which are essential information to understand
population dynamics and support conservation strategies. Skeletochronology, a
technique based on the count of Lines of Arrested Growth (LAGs), is effective in
estimating age in amphibians, especially anurans, but is still underused in species
from the Cerrado. Given the high anuran diversity and the increasing
anthropogenic impacts in this biome, it is urgent to expand life history studies of
endemic species to fill gaps and support in the formulation of conservation
strategies. This study aimed to determine life history traits of a population of
Proceratophrys goyana, an endemic species of the Cerrado, through
skeletochronology. Between August 2023 and February 2024, 116 individuals
were collected in Chapada dos Veadeiros (GO), the type locality of the species.
Specimens were sexed by direct observation of secondary characteristics and
gonads; snout-vente length (SVL) was measured, individual were weighed, and
sexual maturity was assessed. Age was estimated by counting LAGs in
histological sections of the femur stained with H&E, and resorption was corrected
using a protocol based on the comparison between the perimeters of the LAGs

and the resorption line (RL). Skeletochronology proved to be a viable method for
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age estimation in this species, despite the high rate of LAG resorption. The
reabsorption correction protocol allowed more accurate age estimates, with LAG
deposition occurring annually, in synchrony with the seasonality of the Cerrado.
Sexual dimorphism was found in the species, with females larger (57.21 £ 3.20
mm) than males (39.11 + 3.54 mm). Estimated longevity was up to seven years
for males and up to eight years for females, with age at sexual maturity of one
year for males and two years for females. The average size at maturity was 39.11
mm for males and 57.21 mm for females, reinforcing female-biased sexual size
dimorphism (SSD). The potential reproductive lifespan was six years for both
sexes. Growth curves revealed distinct patterns, with males showing a higher
growth rate (k = 1.03) and lower asymptotic size (41.41 mm), while females grew
more slowly (k = 0.38), but reached a larger asymptotic size (65.16 mm),
maintaining more accentuated growth after maturity. Penalized logistic regression
indicated that while maturity in males was better predicted by age, in females
body size was the most determining factor, with the transition to maturity
occurring between 50 and 55 mm. The results corroborate patterns widely
documented in anurans, in which males mature earlier while females prioritize
continuous growth to maximize fecundity. This study represents the first detailed
investigation of the life history of P. goyana and reinforces the importance of
similar studies in anurans, especially in the context of rapid biodiversity loss in

the Cerrado biome.

Key-words: Skeletochronology; Longevity; Sexual dimorphism; Sexual maturity;

Cerrado

Brasilia

07/2025



Introducgao

A historia de vida de um organismo consiste, basicamente, nos padrdes
de crescimento, desenvolvimento, armazenamento e reproducéo (Begon et al.,
1996). Esses padrdes bioldgicos sao, por sua vez, compostos por diversos
parametros, tais como, a idade de maturagéo sexual, a longevidade e o tamanho
na maturidade sexual (Stearns, 1992). Estes parametros determinam
diretamente os indices de sobrevivéncia e reproducdo, sendo assim
componentes principais da aptidao (fitness) e demografia das populagdes
(Stearns, 1992). Em consequéncia, a caracterizagdo da histoéria de vida é
essencial para compreender a dinamica populacional, a estrutura etaria e suas
respostas a mudangas ambientais (Yetman et al., 2012; Yildiz & Gécmen, 2012).
Em contextos de conservacdo, conhecer a historia de vida permite avaliar a
vulnerabilidade de uma populagdo a pressdes como urbanizacdo e poluigao,
podendo servir de base para o manejo de espécies endémicas ou ameacgadas
(Morrison & Hero, 2003; Sinsch et al., 2007; Yetman et al., 2012; Marin-Moratalla
et al., 2013).

Entre os desafios do estudo da historia de vida esta a estimativa de idade
dos individuos. A idade de vertebrados pode ser estimada utilizando diversas
metodologias, como a técnica de marcagéao e recaptura (Casale et al., 2009) e a
osteocronologia (Patén et al., 1994; Castanet, 2002; Nacarino-Meneses et al.,
2016; Guarino et al., 2020). No entanto, a marcacao e recaptura, além da
aleatoriedade das recapturas, depende de longo periodo de acompanhamento
dos organismos na natureza, o que nem sempre € possivel (Durham & Bennett,
1963). Desta forma, a osteocronologia surge como alternativa eficiente que
permite acessar a idade dos organismos mais rapidamente, ndo sendo
necessario o acompanhamento dos individuos ao longo dos anos (Halliday &
Verrell, 1988).

A determinagao de idade na osteocronologia € baseada na contagem das
Linhas de Suspensao do Crescimento (LAGs), que representam momentos de
interrupcdes no crescimento ésseo. Essas interrupgbes estdo correlacionadas
com o ciclo circanual, sincronizado com os padrdes sazonais, como 0s periodos
de hibernagcdo nos ambientes temperados e o regime de precipitacdo em

ambientes tropicais (Castanet et al., 1993; Khonsue et al., 2000; Sinsch &



Dehling, 2017), permitindo estimar a idade dos organismos. Essa metodologia
vem sendo aplicada com sucesso em diversos grupos animais como mamiferos
(Marin-Moratalla et al., 2013), répteis (Guarino et al., 2020), peixes (Patén et al.,
1994) e em anfibios (Castanet, 2002). Como a deposicdo de LAGs ocorre
anualmente em anfibios anuros, a osteocronologia permite estimativas
confiaveis de idade nesse grupo (Smirina, 1972; Smirina, 1994; Sinsch, 2015;
Sinsch & Dehling, 2017; Parreira et al., 2025).

No entanto, fatores como a reabsor¢cao endosteal podem comprometer a
visibilidade das LAGs mais internas, subestimando a idade real (Hemelaar, 1985;
Castanet & Smirina, 1990). Esse processo de remodelacao 6ssea pode apagar
os anéis de crescimento formados nos primeiros anos de vida, especialmente a
medida que 0 0sso se expande e a cavidade medular se alarga (Smirina, 1994,
Rozenblut & Ogielska, 2005). Para contornar esse viés, alguns estudos tém
proposto métodos comparativos entre o tamanho das LAGs e da cavidade
medular para inferir quantos anéis de crescimento foram perdidos (Hemelaar,
1985; Kumbar & Pancharatna, 2001; Rozenblut & Ogielska, 2005; Santos, 2016).

Além da reabsorgéo, a propria preparagao histologica dos ossos pode
gerar artefatos no tecido, dificultando a contagem e medicdo das LAGs
(Hemelaar, 1985; Cvetkovic et al., 2005). Deformagdes sdo comuns durante o
processo de descalcificagao, inclusao em parafina e microtomia (Thompson &
Luna, 1978; Rastogi et al., 2013), podendo comprometer a morfologia das linhas
e sua mensuragdao em softwares de imagem. Entre os artefatos comumente
observados estao expansao e rachaduras do tecido, dobras no corte e coloragao
fraca das linhas de crescimento (Thompson & Luna, 1978; Hemelaar, 1985;
Cvetkovic et al., 2005), que podem interferir na padronizagao da analise entre
individuos. Assim, a escolha criteriosa das laminas com menos artefatos e menor
cavidade medular é essencial para garantir a confiabilidade das estimativas de
idade (Miaud et al., 1999; Cvetkovic et al., 2005; Sinsch, 2015). Com estimativas
mais confiaveis de idade, é possivel determinar os parametros da histéria de vida
com maior precisao e identificar padrbes diferenciais entre machos e fémeas

dentro de uma mesma populagéo (Cvetkovic et al., 2005).

Parametros como a longevidade e idade de maturidade sexual podem

influenciar o dimorfismo sexual em anuros, uma vez que afetam o tamanho



corporal dos individuos (Halliday & Verrell, 1988; Sinsch et al., 2010). Como o
crescimento corporal tende a desacelerar quando a maturidade € atingida, a
idade em que isso ocorre € um fator crucial na definicdo do tamanho final
(Halliday & Verrell, 1988; Sinsch et al., 2010; Liao & Lu, 2010; Zornosa-Torres &
Hoyos, 2016). Em muitas espécies de Anura €& observado um padrdo de
diferencas entre os sexos, com 90% apresentando dimorfismo sexual no
tamanho (SSD) enviesado para as fémeas, ou seja, com fémeas maiores que 0s
machos (Shine, 1979). Isso pode ser explicado pela tendéncia de fémeas
crescerem por mais tempo antes de maturar (Reading, 1991; Sinsch, 2015),
atingindo maior tamanho corporal na reprodugcdo (Reading, 1991; Zornosa-
Torres & Hoyos, 2016) e aumentando a capacidade de produzir ninhadas
maiores (Shine, 1979; Han & Fu; 2013). Por outro lado, os machos geralmente
amadurecem mais cedo (Reading, 1991; Sinsch, 2015) e com tamanho menor
(Reading, 1991; Zornosa-Torres & Hoyos, 2016). Esse dimorfismo pode ser
decorrente ndo apenas do crescimento mais acentuado nas fémeas, mas
também da maturagao precoce e maior mortalidade entre os machos, que os
mantém menores ao atingir a fase adulta (Shine, 1979; Shirose et al., 1993;
Monroe & Alonzo, 2014). Portanto, a forma como o crescimento corporal se da

ao longo da vida influencia a interpretacao dos dados etarios e reprodutivos.

O modelo de von Bertalanffy (1938) é amplamente utilizado por
representar o crescimento como uma fungdo assintética, onde o tamanho
corporal se aproxima de um valor maximo tedrico a medida que a idade aumenta
(Liao & Lu, 2010; de Bionda et al., 2015; Gustafson et al., 2015; Otero et al.,
2017; Baraquet et al., 2018; Parreira et al., 2025). No entanto, a equagao original
parte do pressuposto de que o organismo inicia seu crescimento a partir do
tamanho zero, o que nao corresponde a realidade dos anuros, que, ao
completarem a metamorfose, possuem tamanho corporal mensuravel
(Hemelaar, 1988). Para contornar esse problema, Hemelaar (1988) propés uma
modificagao da equagéao original, incorporando um parametro de tamanho inicial
(S0). Essa versao ajustada permite modelar o crescimento a partir de um
tamanho conhecido, como o comprimento rostro-cloacal (CRC) de individuos
recém metamorfoseados. Com isso, essa equagao permite descrever trajetérias

de crescimento compativeis com ambientes nos quais o crescimento é



interrompido periodicamente. Em regides temperadas a formagéo das LAGs esta
associada ao inverno e a hibernagao (Castanet et al., 1993), enquanto em
regides tropicais, como o bioma Cerrado, os pulsos de crescimento estao
relacionados a estacdo chuvosa, quando os anuros se tornam mais ativos
(Khonsue et al., 2000; Kopp et al., 2010; Sinsch & Dehling, 2017).

O Bioma Cerrado € marcado pela elevada heterogeneidade ambiental e
forte sazonalidade hidrica (Ribeiro & Walter, 2008), influenciando a ecologia e o
ciclo de vida dos anuros (Oda et al., 2009; Kopp et al., 2010; Gambale et al.,
2014). Apesar da elevada diversidade de anuros, com cerca de 259 espécies
registradas e quase metade endémica (Guedes, 2023), o uso da osteocronologia
€ restringido para dois estudos (Arantes et al., 2025; Parreira et al., 2025). Dada
a singularidade ecoldgica do Cerrado e sua intensa degradagao por expansao
agropecuaria (Klink & Machado, 2005), é importante ampliar estudos que
investiguem a histéria de vida de espécies nativas e endémicas, a fim de

compreender sua biologia e embasar possiveis estratégias de conservagéao.

A espécie Proceratophrys goyana (Anura: Odontophrynidae) é endémica
do Cerrado, ocorrendo em areas do norte e oeste de Goias e no Distrito Federal
(Vaz-Silva et al., 2020). E caracterizada pela presenca de um corddo de granulos
oculo-dorsal completo e simétrico, se reproduz em ambientes I6ticos e habita
areas florestais (Miranda-Ribeiro, 1937; Brandao et al., 2013; Martins & Giaretta,
2013; Santoro & Brandao, 2014; Vaz-Silva et al., 2020). Atualmente, os estudos
sobre essa espécie sdo limitados, incluindo informacdes de comportamento
reprodutivo (Santoro & Brandao, 2014; Carvalho et al., 2020) e defensivo
(Meneses & Corréa, 2020), descricdo do canto e redescricdo da espécie
(Miranda-Ribeiro, 1937; Martins & Giaretta, 2013). Aspectos fundamentais de
sua biologia, como longevidade, a maturagdo sexual e a estrutura etaria das
populagdes, permanecem desconhecidos. Considerando sua distribuicio restrita
e o contexto de degradacéo de seu habitat, o entendimento desses parametros
constitui a base para preencher lacunas de conhecimento e embasar estratégias
efetivas de conservagao (Guarino & Erismis, 2008; Yetman et al., 2012; Abadie,
2015).

Diante disso, buscamos determinar os parametros da histéria de vida de

uma populacao de Proceratophrys goyana na Chapada dos Veadeiros, norte de



Goias. Para isso, visamos: (1) testar a viabilidade da osteocronologia para a
estimativa de idade em P. goyana; (2) determinar a estrutura etaria da populagao,
a idade e o tamanho na maturidade dos individuos; (3) determinar a expectativa
de vida reprodutiva potencial e a expectativa de vida mediana dos individuos; (4)
verificar a relagdo entre idade e tamanho corporal; e (5) verificar o efeito do

tamanho corporal e da idade sobre a maturidade dos individuos.
Material e Métodos

Atividade de Campo

Foram coletados 116 individuos de Proceratophrys goyana, sendo 45
fémeas e 71 machos. A identificacdo dos espécimes foi feita com base em
Miranda-Ribeiro (1937), Martins & Giaretta (2013) e Vaz-Silva et al. (2020).

O estudo foi realizado no Santuario de Vida Silvestre Volta da Serra
(SVSVS), localizado no municipio de Alto Paraiso de Goias. A coleta foi realizada
ao longo do Ribeirdo S&o Miguel, considerado a localidade tipo da espécie
estudada (Miranda-Ribeiro, 1937). O municipio de Alto Paraiso de Goias
registrou precipitacdo meédia de 1409 mm entre 1969 e 2018, sendo que a
estacéo seca corresponde aos meses de maio a setembro, enquanto a estagcéo
chuvosa corresponde ao periodo de novembro a fevereiro, sendo outubro e abril

considerados meses de transigao entre estagdes (Machado & Assis, 2020).

As amostragens em campo iniciaram em agosto de 2023 e foram
encerradas em fevereiro de 2024, ocorrendo, preferencialmente, uma vez ao
més. Com isso, as coletas de dados abrangeram o final do periodo de seca e

grande parte do periodo chuvoso.

A coleta dos espécimes foi realizada utilizando busca ativa e armadilhas
de queda (Cechin & Martins, 2000; Heyer et al., 1994). A busca ativa consistiu
na procura por individuos em atividade préximos ao rio. As armadilhas de
interceptacao e queda (Pitfall) foram compostas por quatro baldes com distantes
cinco metros cada. As coletas foram realizadas em trés pontos do SVSVS. No
ponto 1 (A1) foram instaladas duas armadilhas, no ponto 2 (A2) foram instaladas
quatro armadilhas e no ponto 3 (A3) foram instaladas quatro armadilhas. As

buscas ativas ocorreram nas proximidades de cada um desses pontos (Figura

1).
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Figura 1: Mapa contendo a imagem de satélite da localizagdo das armadilhas de
interceptacao e queda nas areas 1 (A1), 2 (A2) e 3 (A3).

Material Examinado

Os individuos foram fixados em formalina 10% tamponada, transferidos
para etanol 70% e, posteriormente, serdo depositados na Coleg¢ao Herpetoldgica
da Universidade de Brasilia (CHUNB). As medidas de tamanho corporal
seguiram Duellman (1970), utilizando paquimetro digital (precisdo de 0.01 mm).
A massa dos individuos foi determinada com dinamémetros portateis (Pesola®
de 10 g e de 50 g).

A maturidade das fémeas foi determinada por caracteres primarios, como
a presencga de ovécitos pos-vitelogénicos (Brum, 2019; Olea, et al., 2021). Ados
machos foi determinada por caracteres primarios como presenca de
espermatozoides livres nos testiculos e de caracteres secundarios, como a

presenca de saco vocal (Guarino et al., 2003; Goldberg, 2015; Cheij et al., 2024).

Para a histologia, cada testiculo passou por desidratacdo, em série
crescente de etanol (70%, 90% e 100%, respectivamente), clarificagao em xilol,

emblocamento em parafina e cortes transversais semi-seriados em microtomo

t1409'

14°10's



rotativo Leica, com espessura de 3-7 um. A coloracgao utilizada foi hematoxilina-
eosina (Bancroft & Gamble, 2002) e a presenga de espermatozoides foi

averiguada utilizando microscoépio 6ptico com aumento de 100x e 400x.

Osteocronologia

Cada individuo coletado teve o fémur da perna direita removido. As
amostras passaram pelo processo de descalcificagdo em solugdo de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 5% durante 15 dias, com troca de solugao a
cada sete dias. Apds isso, as amostras passaram por desidratagdo, em série
crescente de etanol (70%, 90% e 100%, respectivamente), clarificagdo em xilol

e, por ultimo, emblocamento em parafina.

Apo6s o emblocamento, foram feitos cortes semi-seriados em micrétomo
rotativo Leica com espessura de 3-10 ym no plano transversal. Foram
produzidas 10 laminas de cada individuo, com o intuito de localizar as diafises
do fémur. Apds a adesao dos cortes em laminas de vidro (6h a 60°C em estufa),

as amostras foram coradas com hematoxilina-eosina (Bancroft & Gamble, 2002).

As laminas foram examinadas em microscoépio 6ptico, com aumentos de
100x a 400x. De uma a trés laminas foram selecionadas para documentacéao
fotografica, em camera acoplada e, posteriormente, utilizadas para as analises.
As laminas preferenciais foram selecionadas com base no menor tamanho da
cavidade medular, a fim de minimizar a perda de LAGs por reabsor¢cao endosteal
(Liao & Lu, 2010).

Calculo de reabsorcao

Foi realizado um calculo de reabsor¢ao para estimar LAGs perdidas pela
remodelagdo 6ssea a partir dos métodos de Hemelaar (1985), Kumbar e

Pancharatna (2001) e Santos (2016), com modificagdes, conforme se segue:
1. Aquisi¢ao de dados

Para cada individuo, foram selecionados, preferencialmente, trés
cortes transversais de fémur com minima deformagao éssea. As laminas
foram digitalizadas em scanner de alta resolugao Evos (ThermoFisher). No
software ImageJ (v. 1.54) a escala foi calibrada em 400 um e para cada corte

foram tomadas as medidas do perimetro de até trés LAGs visiveis e do



perimetro da linha de reabsorgéo (linha que divide o peridsteo e a medula)
(RL). O valor de cada medida foi determinado pela média aritmética das

imagens disponiveis.
2. Definigao de intervalos de referéncia

Foram utilizados trés individuos por LAG devido ao numero limitado de

individuos por classe e para padronizagao dos dados.
2.1. Intervalo de referéncia da LAG1

Para determinar o intervalo da LAG1 ndo € necessaria a separacao
entre sexos. Foram selecionados trés individuos com os menores
perimetros de LAG e, preferencialmente, sem deformagdes no corte. Foi
calculada a média e o intervalo de confianca de 95% (IC) (Equacéo 1). O

perimetro maximo (Pml1) foi definido como a média somada ao IC.

S
IC = tpo975n-1) X —=

Vn

Equacao 1. Equacdo do intervalo de confianca de 95%, onde: IC=
intervalo de confianga de 95%; n= numero de amostras (individuos); s=
desvio padrao da amostra; t= quantil da distribuicdo t de Student para
nivel de confianga de 95%

2.2. Intervalo de referéncia da LAG2

Para determinar o intervalo da LAG2 foi necessario determinar um
padrao para machos e outro para fémeas. Foram selecionados, dentre os
que apresentaram reabsor¢cao da LAG1 (RL> Pmi1), os trés individuos
com o0s menores perimetros e, preferencialmente, auséncia de
deformagéo no corte. Foi calculada a média e o IC para determinar o

perimetro maximo da LAG2 (Pml2).
2.3. Intervalo de referéncia da LAG3

Para determinar o intervalo da LAG3, também separando machos
e fémeas, foram selecionados trés individuos com o menor perimetro
entre aqueles que apresentaram reabsor¢do da LAG2 (RL>PmI2). Foi
aplicado o mesmo calculo de média e IC para determinar o perimetro
maximo da LAG3 (PmI3).

2.4. Intervalo de referéncia da LAG4 (exclusivo para fémeas)



A determinagao do intervalo da LAG4 so foi necessaria para as

fémeas, visto que os machos n&o apresentaram quatro LAGs

reabsorvidas. Foram selecionados os trés individuos que apresentaram

reabsorgéo da LAG3 (RL>PmI3), com os menores perimetros de LAG 4.

Foi calculada a média e o IC e determinado o perimetro maximo da LAG4
(Pmi4).

3. Inferéncia de reabsorcao e determinagao de idade

Em cada individuo foi comparada a linha de reabsorgédo (RL) com o

padrao de referéncia para as LAGs.

3.1.

a.

3.2.

3.3.

3.4.

Inferéncia de reabsorcao LAG1:

Se a RL<PmlI1, é considerado que n&o houve reabsorgao e a idade
pode ser contada pelo numero de LAGs visiveis.

Se a RL>Pml1, o valor € comparado com a LAG2. Segue-se para

0 passo 3.2.

Inferéncia de reabsorcao LAG2:

. Se RL<PmI2, é considerado que a LAG2 nao foi reabsorvida e a

idade pode ser contada pelo numero de LAGs visiveis + 1.
Se RL>PmI2, é considerada que a LAG2 foi reabsorvida e segue

para o passo 3.3;

Inferéncia de reabsorcao LAG3:

. Se RL<PmI3 é considerado que a LAG3 néo foi reabsorvida e a

idade pode ser contada pelo numero de LAGs visiveis + 2;
Se RL>PmI3 é considerado que a LAG3 foi reabsorvida. Segue

para a comparagao descrita no passo 3.4;

Inferéncia de reabsorcao LAG4:

Se RL<PmI4 é considerado que a LAG4 néo foi reabsorvida e a
idade pode ser contada pelo numero de LAGs visiveis + 3;

Se RL>PmI4 é considerado que a LAG4 foi reabsorvida e a idade

pode ser contada pelo numero de LAGs visiveis + 4.



10

Parametros da historia de vida

Os cinco parametros da historia de vida foram selecionados com base na
literatura (Leskovar et al, 2006; Bionda et al, 2015; Otero et al 2017), sendo eles:
(1) idade na maturidade, entendida como o numero minimo de LAGs contadas
em individuos maduros; (2) longevidade, como sendo o numero maximo de
LAGs contadas; (3) a expectativa de vida reprodutiva potencial (EVRP), como
sendo a diferenca entre longevidade e idade de maturidade; (4) o tamanho na
maturidade, dado pela média do CRC de todos os individuos maduros com o
minimo de LAGs e (5) a expectativa de vida mediana, correspondendo a

mediana da distribui¢cao de idade.

Analises

Todas as analises foram feitas no software R v 4.4.0 (R Core Team, 2024).
Foram feitos testes paramétricos quando os dados atenderam as premissas de
normalidade e homogeneidade de variancia, enquanto testes ndo-parameétricos
em caso contrario. Aplicamos teste t para avaliar o dimorfismo sexual no
tamanho corporal (CRC), utilizando apenas individuos maduros. Para avaliar a
relacéo entre idade e tamanho foi feita uma regresséo linear para cada um dos
sexos. Além disso, foi feito um modelo de regresséo linear sem e outro com
interacao entre as covariaveis para avaliar, respectivamente, a diferenca de
tamanho na mesma classe de idade e 0 aumento de tamanho por classe de

idade de machos e fémeas.

A taxa de crescimento foi estimada de acordo com o modelo de
crescimento de von Bertalanffy (1938). A formula utilizada foi a adaptada por
Hemelaar (1988): St = Smax — (Smax — §0)e %t onde t = idade estimada
em anos, t0 = idade na metamorfose, St= tamanho na idade t (em mm), Smax=
tamanho maximo assintético, SO= tamanho na metamorfose, fixado em 13,98
(média do CRC de individuos recém-metamorfoseados), k= coeficiente de

crescimento.

Para avaliar a probabilidade de maturidade (0 = imaturo; 1 = maduro) em
fungdo do comprimento rostro-cloacal (CRC) e numero de LAGs foram ajustados
modelos de regressao logistica. Em uma analise prévia, foi observada a

separacao perfeita dos dados em alguns modelos (com valores previstos de 0
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ou 1), o que inviabiliza o uso da regressao logistica tradicional. Para contornar
esse problema, foi utilizada regressao logistica penalizada implementada no
pacote “brglm2”, utilizando o método “brgimFit” com penalizagdo “AS_mixed”,
que reduz o viés dos coeficientes estimados em casos de separagdo completa
(Kosmidis & Firth, 2021). Os modelos foram ajustados separadamente para

machos e fémeas.

Resultados

Reabsorcéo
Dos 116 individuos, 43 machos (60,6%) e 37 fémeas (82,22%)

apresentaram algum grau de reabsorcao 6ssea (Tabela 1). Em alguns individuos
foi observada a reabsorgao parcial das LAGs (Figura 2C), indicando que o
processo de remodelamento 6sseo é continuo ao longo da vida.

Tabela 1: Numero de linhas totalmente ou parcialmente reabsorvidas (NRL) dos

individuos de Proceratophrys goyana coletados na Chapada dos Veadeiros, Alto
Paraiso, GO.

NRL Fémeas Machos
0 8 28
1 13 34
2 14 7
3 6 2
4 2 -
5 2 -

Nas fémeas, a reabsor¢ao ocorre em todos os individuos a partir do
segundo ano de vida, apresentando a perda de pelo menos uma LAG. A partir
dos quatro anos, todas reabsorveram no minimo duas LAGs, e a partir dos seis
anos, pelo menos trés. Nos machos o padréo € variavel, mas a partir dos quatros

anos todos os individuos apresentam ao menos uma LAG reabsorvida.

O tamanho da LAG2 nas fémeas apresentou intervalo de confianga mais
amplo (Tabela 2), refletindo também maior variagdo no tamanho corporal nesse

estagio etario (Tabela 3).
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Tabela 2: Valores de referéncia, em micrometros (um), utilizados para o calculo de
reabsorgao. LAG= Linha de Suspensao do Crescimento; IC= Intervalo de confianga; P=
Média aritmética do perimetro.

Fémeas Machos
LAG P IC P IC
1 1675,96 45,70 1675,96 45,70
2 2170,44 342,55 1973,81 83,64
3 2813,87 154,24 2206,24 121,81
4 3191,38 64,42 - -

Tabela 3: Resumo dos valores de tamanho corporal (CRC) e niumero de individuos (n),
maduros (MA) e imaturos (IM), por classe de idade (numero de LAGs). Os valores de

CRC estao em milimetros (mm) e expressos como média + desvio padréo.

Fémeas Machos

Idade n CRC M MA n CRC M MA
0 6 19,08+6,73 6 0 10 21,28+6,16 10
1 3 2883+524 3 0 8 3268 +4,04 2
2 9 4264+6,71 8 1 26 38,7+232 0 26
3 12 51411571 4 8 22 40,30+3,2 0 22
4 6 5468+433 2 4 2 41,08+047 O 2
5 3 61,04+238 O 3 0 - - -
6 3 5812+083 0 3 2 42,75+455 0 2
7 1 59,43 0 1 1 45,32 0 1
8 1 63,37 0 1 0 - - -

Parametros da historia de vida e estrutura etaria

Todos os individuos estudados apresentaram estruturas ésseas que

permitiram a determinagao de idade. Em imagos, os cortes apresentaram uma

grande cavidade medular, ainda com a presenca de tecido cartilaginoso e

auséncia de LAGs (Figura 1A). Individuos considerados 0 anos apresentavam

tamanho corporal reduzido, matriz 6ssea formada, grande cavidade medular e

auséncia de LAGs (Figura 1B). As fémeas comegam a indicar tamanho maior

gue os machos para a mesma classe de idade a partir do segundo ano (Figura

2; Tabela 3).
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Figura 2: Exemplos de cortes transversais da diafise do fémur de Proceratophrys
goyana. (A) Imago sem a presenga de LAGs e com cartilagem (CRC= 12,38 mm). (B)
Fémea de 0 anos sem linhas de crescimento (CRC= 17,79 mm). (C) Macho de trés anos
com reabsorgéo parcial da primeira LAG (CRC= 43,9 mm). (D) Corte ampliado de um
macho com cinco LAGs visiveis e duas completamente reabsorvidas (CRC= 45,32 mm).
Setas brancas indicam linhas de suspensdo do crescimento (LAGs). * = cavidade
medular; Pb= osso periosteal; RL= Linha de reabsor¢&o. Barra de escala = 200 pm.
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Figura 3: Distribuicdo etaria e de tamanho corporal (CRC) da populacido de
Proceratophrys goyana. F= fémeas; M= machos. As barras indicam numero de
individuos e as linhas refletem o CRC médio.
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As fémeas apresentaram maior longevidade, e atingiram a maturidade em
idade mais avancada que os machos. Machos e fémeas apresentam
distribuicbes etarias diferentes (U = 1160,5; p < 0,05) (Tabela 4), indicando que
fémeas sdo, em geral, mais velhas que os machos, um padrdao também
observado pelas medianas de idade de cada sexo (Tabela 4). Além disso, na
maturidade as fémeas eram maiores que os machos (U = 0; p < 0,01). Apesar
dessas diferencas, a expectativa de vida reprodutiva potencial foi semelhante

entre os sexos (6 anos) (Tabela 4).

Tabela 4: Parametros da histéria de vida sexo-especificos de Proceratophrys goyana.
EVRP= expectativa de vida reprodutiva potencial; n= niumero de individuos. Os valores
de tamanho na maturidade estao em milimetros (mm) e expressos como média + desvio
padrao.

Parametros Fémeas Machos
n 45 71
Mediana 3 2

Idade maturidade 2 1

60

(ww) opsw 9O

0
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Longevidade 8 7
EVRP 6 6
Tamanho maturidade 54,99 +1,88 33,58 £3,51

A correlagéo entre tamanho corporal (CRC) e massa foi positiva e alta (r
= 0,89; p < 0,001), indicando forte colinearidade entre essas variaveis. A fim de
evitar redundancia estatistica, a massa corporal nao foi incluida nas analises

subsequentes.

A correlagdo de Pearson indicou relacdo positiva e significativa entre
idade e o tamanho em ambos os sexos. Nas fémeas a correlagao foi mais forte
(r=0,85; p <0,001) do que nos machos (r=0,713; p < 0,001).

O modelo de regresséo linear sem interagao (crc ~ lag + sexo) indicou que
o tamanho entre machos e fémeas difere para a mesma classe de idade,
indicando dimorfismo sexual no tamanho (F = 119,6; R? ajustado = 0,67; p <
0,01). O modelo de regressao linear com interagao (crc ~ lag * sexo) revelou
diferengas no padrao de crescimento entre os sexos. A inclinagao da reta, que
indica o aumento do CRC para cada unidade de idade, foi maior nas fémeas
(slope = 6,15 mm por LAG) em comparacgao aos machos (slope = 3,68 mm por
LAG), indicando que o aumento de tamanho por classe de idade difere entre os
sexos (F = 91,56; R? ajustado = 0,70; p < 0,001) (Figura 4).
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Figura 4: Modelo de regressao linear descrevendo a associagéo entre tamanho corporal
(CRC) e idade. F= fémeas; M= machos

O modelo de crescimento de von Bertalanffy indica que os machos
apresentam a taxa de crescimento mais alta (k = 1,03; p < 0,001), crescendo
mais rapidamente em estagios iniciais, porém atingindo menor tamanho
assintético (Smax = 41.41; p < 0,001). Ja as fémeas apresentam taxa de
crescimento mais lenta (k = 0,38; p < 0,001), mas alcangam maior tamanho
assintotico (Smax = 65,16; p < 0,001) (Figura 5).
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Figura 5: Relagao entre tamanho corporal (CRC) e idade em machos e fémeas. A
linha representa 0 modelo de crescimento de von Bertalanffy.

Ontogenia gonadal

As gbnadas femininas de Proceratophrys goyana sao compostas por

ovarios pareados, multilobados, cercados por uma tunica albuginea que envolve

os ovaocitos em diferentes estagios de maturacao (Figura 6). As fémeas imaturas

apresentaram ovocitos pré-vitelogénicos, de coloracdo esbranquicada a

translucida, com presenga de corpos de gordura (Figura 6A-C). Além disso os

ovidutos sdo convolutos, finos e pequenos, pouco desenvolvidos (Figura 6B).

Enquanto isso, as fémeas maduras apresentaram ovocitos vitelogénicos e pos-

vitelogenicos de coloracdo escura ocupando grande parte da cavidade

abdominal (Figura 6D-F). Além de apresentarem ovidutos convolutos, de maior

calibre e comprimento, bem desenvolvidos (Figura 6D).
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Figura 6: Ontogenia gonadal morfologica das fémeas de Proceratophrys goyana. (A-C)
Fémea juvenil (CRC= 43,26 mm), sendo (B) detalhe mostrando ovarios e estruturas
associadas; (C) ampliagdo do ovario evidenciando ovdcitos imaturos. (D-E) Fémea
adulta (CRC= 62,7 mm), sendo (D) massa de ovos ocupando grande parte da cavidade
abdominal; (E) ovario com ovécitos circundados pela tunica albuginea; (F): detalhe de
ovocito maduro. B = bago; Cg = corpos de gordura; O = ovario; Ov = oviduto; Ovt =
ovocito; R = Rim.

As gbnadas dos machos sdo compostas por um par de testiculos
esbranquicados. Na morfologia, os testiculos imaturos apresentam corpos de
gordura, sendo possivel diferenciar a parte anterior da parte posterior, essa
sendo mais fina e fusiforme (Figura 7A). Os testiculos maduros apresentaram
formato ovoide, tubulos seminiferos discerniveis, auséncia de células
pigmentadas na superficie e circundados por fina camada de tecido conjuntivo
(tunica albuginea) (Figura 7C).

Na histologia € possivel visualizar diferengas entre testiculos maduros e
imaturos. Nos testiculos imaturos os tubulos seminiferos nado estéao
completamente formados. Além disso, ha presenga de espermatogdnias e
auséncia de espermatozoides livres (Figura 7B). Os machos maduros
apresentam tubulos seminiferos compostos por varios cistos de células

germinativas em diferentes estagios de diferenciagéo (Figura 7D). Dentre as
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células sao encontradas espermatides, espermatocitos e espermatozoides livres

no lumen do tubulo, caracterizando espermatogénese continua.

Figura 7: Ontogenia gonadal morfoldgica (A, C) e histoldgica (B, D) dos machos de
Proceratophrys goyana. (A-B) Macho juvenil (CRC= 17,29 mm): (A) aspecto morfolégico
geral; (B) corte histolégico do testiculo juvenil com tubulos seminiferos iniciando sua
formagao. (C-D) Macho adulto (CRC= 35,74 mm), sendo (C) morfologia externa; (D)
testiculo maduro com tubulos seminiferos desenvolvidos e imagem aproximada
mostrando células germinativas. *= tubulo seminifero; Cg= corpos de gordura; R=: rim;
Sll:  espermatdcito secundario; Sg: espermatogOnia; Sp: espermatide; Sz:
espermatozoides; TA= Tunica albuginea; Te: Testiculo. Linha pontilhada delimita tubulo
seminifero.

Maturidade e dimorfismo sexual

No total, 59 (83%) machos e 22 (49%) fémeas foram classificados como
maduros (Tabela 3). O Teste t indicou dimorfismo sexual no tamanho corporal (t
= 20,96; p < 0,001), com fémeas (57,21 + 3,2) maiores que machos (39,11 *
3,54).
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A regressao logistica penalizada indicou que tanto o tamanho corporal
(CRC) quanto o numero de LAGs influenciam significativamente a maturidade
sexual, porém a colinearidade entre CRC e LAG inviabilizou a inclusdo de ambas
no mesmo modelo. Em fémeas, o CRC foi forte preditor de maturidade (n= 45;
coeficiente = 0,77; p = 0,024), com a transigdo de baixa para alta probabilidade
de maturidade ocorrendo entre 50 e 55 mm (Figura 8A), sugerindo que fémeas
imaturas tendem a ter tamanhos corporais abaixo de 45mm, enquanto aquelas
maiores de 55 mm estdo, em sua maioria, maduras. O numero de LAGs também
foi significativo em fémeas (n= 45; coeficiente = 1,44; p = 0,002), com um padrao

mais gradual, indicando que a maturidade ocorre entre 2 e 6 anos (Figura 8B).

Para os machos, o numero de LAGs foi o melhor preditor da maturidade
(n = 71; coeficiente = 4,45; p = 0,003), com transicdo de imaturidade para
maturidade entre 0 e 2 anos (Figura 8C), quando 83,3% dos individuos de um
ano estdo maduros. Isso indica que os machos atingem a maturidade antes que
as fémeas (Tabela 3). O CRC também foi explicativo para a maturidade (n=71;
coeficiente = 0,52; p = 0,001), a qual tende a ocorrer entre 30 e 40 mm (Figura
8D).
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Figura 8: Regressao logistica penalizada mostrando a relagéo entre tamanho corporal
(CRC) (A, C) e Idade (LAG) (B, D) e a probabilidade de maturidade sexual em
Proceratophrys goyana. (A, B) Fémeas. (C, D) Machos. IM= imaturo; MA= maduro.

Discussao

Viabilidade e limitacbes da osteocronologia em Proceratophrys goyana

A osteocronologia demostrou ser uma metodologia viavel para estimar a
idade de Proceratophrys goyana, sendo este o primeiro estudo para o género e
0 quinto para a familia Odontophrynidae (Quiroga et al., 2015; Otero et al., 2021;
Brum et al., 2022; Pifero et al., 2023), contribuindo para o preenchimento de

lacunas no conhecimento da histéria de vida de anuros neotropicais.

Autores tém destacado vieses nos estudos de osteocronologia, tanto do
ponto de vista taxondmico quanto geografico. Brum et al. (2024) apontam que
as publicagdes sobre longevidade em anuros da América do Sul se concentram
em espécies de médio a grande porte, com ampla distribuigdo geografica, baixo
risco de extincdo e pertencentes as familias Bufonidae e Leptodactylidae.

Complementarmente, Peng et al. (2021) destacam o desequilibrio no esforgo de

@® v
MA



22

pesquisa entre regides temperadas e tropicais, evidenciando que ha escassez
de estudos sobre histéria de vida justamente nas areas com maior diversidade
de anuros. Essa lacuna esta associada a dificuldades de acesso a habitats
tropicais, desigualdades socioeconémicas no financiamento cientifico e a baixa
disponibilidade de estudos da histéria natural (Peng et al., 2021). Nesse
contexto, P. goyana € uma espécie com distribui¢ao restrita e pertencente a uma
linhagem pouco representada na literatura, reforcando a relevancia do presente

estudo.

Foi possivel estimar a idade dos 116 individuos, mesmo considerando as
limitagbes impostas por ambientes tropicais. Embora se presuma que a
sazonalidade nos ambientes tropicais seja menos acentuada do que em zonas
temperadas, estudos prévios indicam que a precipitacdo pode atuar como
regulador externo para a deposi¢cao anual de LAGs (Khonsue et al., 2000; Kopp
et al., 2010; Guarino et al., 2014; Sinsch & Dehling, 2017). Em Leptodactylus
fallax, por exemplo, Guarino et al. (2014) observam a formacéo de LAGs durante
a estacao seca, quando ha reducao a temperatura e da disponibilidade alimentar.
De modo complementar, espécies africanas do género Hyperolius, como H.
viridiflavus, H, marmoratus e H. castaneus, também apresentam interrupgoes
sazonais no crescimento, evidenciando um ritmo circannual intrinseco que
responde as variagdes ambientais, principalmente a precipitagdo (Sinsch &
Dehling, 2017). Em P. goyana, a sazonalidade do Cerrado parece exercer papel

semelhante, induzindo a formacgao anual de LAGs.

Apesar da viabilidade da osteocronologia em Proceratophrys goyana, a
reabsorcao ossea foi bastante pronunciada, com 82,2% das fémeas e 60,6% dos
machos apresentando evidéncias de remocao parcial ou completa de LAGs. Isso
indica que, sem corregdes adequadas, a osteocronologia poderia subestimar
consideravelmente a longevidade dos individuos, especialmente entre as
fémeas mais velhas. Para contornar esse viés, foi desenvolvido um protocolo
baseado na comparagdo entre o perimetro da linha de reabsorgdo (RL) e
perimetros maximos de LAGs definidos por intervalos de referéncia, adaptando
metodologias previamente propostas por Hemelaar (1985), Kumbar &
Pancharatna (2001) e Santos (2016). A separagao entre os sexos a partir da
LAG2, conforme sugerido originalmente por Hemelaar (1985), foi aplicada nesse
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estudo devido as diferengas entre machos e fémeas, o que garantiu maior

acuracia na inferéncia de idade.

A literatura aponta a reabsor¢ao como um dos principais vieses a precisao
da osteocronologia, especialmente nos primeiros anos de vida, quando ocorre
maior remodelacido éssea. Além disso, a taxa de reabsorcao tende a diminuir
ap6s os individuos atingirem a maturidade sexual (Smirina 1972, 1986;
Hemelaar, 1985). No entanto, foi observado que em P. goyana, especialmente
nas fémeas, a reabsorcdo pode continuar de forma relevante mesmo apés a
maturidade. Esse padrdo pode estar relacionado ao fato de que, enquanto os
machos apresentam uma desaceleragao e estabilizacdo no crescimento apos a
maturagcdo, as fémeas mantém o crescimento de forma mais continua,
favorecendo a manutencido da remodelagao 6ssea. Essa hipdtese corrobora a
maior intensidade e previsibilidade da reabsor¢ao em fémeas, com até quatro
LAGs reabsorvidas. Por outro lado, nos machos esse numero ndo excedeu trés,

em concordancia com os achados de Smirina (1972) para Rana temporatria.

Hemelaar (1985) relatou reabsorgédo completa da LAG1 em até 76% das
fémeas e 43% dos machos de Bufo bufo, enquanto Miaud et al. (1999)
documentaram reabsorcdo em 82% dos individuos de Rana temporaria. Esses
dados reforgam que a reabsorgdo ocorre de forma semelhante em regides
temperadas e tropicais. Ainda assim, a elevada frequéncia de reabsorcao
observada em Proceratophrys goyana se destaca em comparagao a outras
espécies da familia Odontophrynidae. Dos poucos estudos existentes, apenas
Quiroga et al. (2015) mencionam a ocorréncia de reabsorgédo em Odontophrynus
asper, identificada em 16% dos individuos, nenhum dos quais com perda
completa da LAG1. Esta discrepancia pode estar relacionada a diferencas
interespecificas no ritmo de crescimento e na dindmica de remodelagéo 6ssea,
como ja demonstrado por Sinsch & Dehling (2017), que encontraram ampla
variacado na taxa de reabsorcgao, oscilando de 0% a mais de 80% entre espécies
do género Hyperolius.

Além disso, Hemelaar (1985) também identificou diferencas nas taxas de
reabsorcao entre populagcdes de Bufo bufo, sugerindo que fatores ecoldgicos e

fisiolégicos influenciam na taxa de remodelamento 6sseo. Assim, é possivel que
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a populacéo estudada de P. goyana esteja exposta a pressdes que favorecem

maior taxa de reabsor¢édo quando comparada a congéneres.

Ademais, os resultados indicam um padrao dimérfico na dinamica de
remodelacdo Ossea. Nas fémeas, a reabsorcdo ocorre de maneira mais
previsivel e intensificada com o avango da idade, enquanto machos apresentam
maior variabilidade individual. Essa diferenga pode estar associada a maior

longevidade e ao crescimento diferencial das fémeas.

Ao permitir uma estimativa mais acurada da idade, sobretudo em fémeas
com intensa remodelacado 6ssea, o protocolo apresentado amplia o potencial da
aplicagao da osteolocronologia em espécies com marcado dimorfismo sexual e
crescimento diferencial. Além disso, é importante ressaltar a selegao criteriosa
de laminas histolégicas com menor incidéncia de artefatos, como dobras,
expansodes do tecido e coloragdes irregulares (Hemelaar, 1985; Cvetkovic et al.,
2005; McCreary et al., 2008)

Por fim, ressaltamos a necessidade de abordagens cautelosas na
aplicagcado da osteocronologia em anuros tropicais. Ignorar esse processo pode
levar a subestimacdes da idade, impactando diretamente as inferéncias sobre os

parametros da historia de vida.

Parametros da historia de vida

A populacado de Proceratophrys goyana estudada relevou distribuicao
etaria ampla, com individuos variando de zero a oito anos. As fémeas
apresentaram maior longevidade (oito anos) em relagdo aos machos (sete anos)
e mediana etaria mais elevada (trés vs. dois anos), indicando que as fémeas
tendem a viver mais. Entre os machos, 93% dos individuos tinham até trés anos
de idade, enquanto nas fémeas 33% apresentaram quatro anos ou mais. Essa
diferenga na distribuicdo etaria entre os sexos foi significativa e esta de acordo
com padrdes ja relatados para outras espécies de anuros, nas quais fémeas
apresentam maior longevidade (Echeverria & Filipello, 1990; Guarino et al.,
1998; Sinsch et al., 2001; Kutrup et al 2011; Guarino et al., 2014; Quiroga et al.,
2015; otero et al., 2017; Marangoni et al., 2019; Brum et al., 2022; Marangoni &
Baldo, 2023; Pifero et al., 2023;)
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A menor longevidade dos machos pode estar relacionada a diferencas
comportamentais e ecoldgicas entre os sexos. Durante a estagao reprodutiva os
machos costumam vocalizar expostos e, muitas vezes, por periodos
prolongados, o que aumenta a vulnerabilidade a predagéo (Shine, 1979; Tuttle &
Ryan, 1981; Wells, 2007). Essa exposigao diferencial tem sido apontada como
uma das causas da menor sobrevivéncia dos machos em outras espécies,
contribuindo para uma estrutura etaria enviesada e menor longevidade de
machos (Quiroga et al.,, 2015; Brum et al., 2022). Além disso, o sucesso
reprodutivo de machos € geralmente determinado pelo acesso as fémeas
(Halliday & Verrel, 1988; Wells, 2007). Com isso, machos que amadurecem mais
rapido e logo se somam a populagdo reprodutiva podem ter maiores
oportunidades de fecundacdo de 6vulos que machos com maturidade mais
tardia. Isso por que, de modo geral, individuos que amadurecem precocemente
podem aumentar sua aptidao por iniciarem a reprodugdo mais cedo (Stearns,
1992). Por consequéncia, a maior longevidade das fémeas pode ser interpretada
como o reflexo de uma estratégia reprodutiva menos arriscada e de maior
investimento em sobrevivéncia para acumulo de energia destinado a produgéo

de proles mais numerosas.

Apesar dessas diferencas, a expectativa de vida reprodutiva potencial
(EVRP) foi semelhante entre os sexos, com ambos apresentando até seis anos
de atividade reprodutiva apés a maturagao. Esse padrao sugere que, embora as
fémeas vivam mais, machos também podem contribuir igualmente para a
reprodugcdo ao longo do tempo. Essa contribuicdo dos machos pode ser
favorecida por estratégias reprodutivas alternativas, como a poliandria
observada nessa mesma populagdo de P. goyana por Carvalho et al. (2020).
Nessa estratégia, fémeas sdo amplexadas por mais de um macho, o que permite
que individuos do sexo masculino, inclusive de menor porte, aumentem sua
chance de sucesso reprodutivo mesmo fora da competicdo direta por fémeas
(Lodé et al., 2005; Carvalho et al., 2020). Essa plasticidade comportamental
ajuda a compensar o custo de uma vida mais curta e arriscada nos sitios de

reproducao.

A idade minima de maturidade sexual foi estimada em um ano para

machos e dois anos para fémeas, sendo consistente com padrdes descritos em
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anuros (Guarino et al., 1998; Liao & Lu, 2010; Sinsch & Dehling, 2017). Isso
revela uma tendéncia a que os machos se reproduzam precocemente, dos oito
individuos com um ano, seis (75%) estavam maduros. Ja entre as fémeas, a
idade de maturidade observada (dois anos) se baseia em um unico individuo

com 52,72 mm de comprimento rostro-cloacal (CRC).

A correlacao entre idade (numero de LAGs) e tamanho (CRC) foi positiva
e significativa para ambos os sexos, sendo mais forte nas fémeas do que nos
machos. Esse resultado esta de acordo com o padrao amplamente documentado
em anuros, onde o crescimento corporal tende a ser progressivo ao longo da
vida, principalmente em espécies com crescimento indeterminado (Stearns,
1990; Otero et al., 2017). A correlagdo mais forte nas fémeas provavelmente
reflete a exigéncia de um tamanho corporal minimo para a produgao de ovdcitos,
processo que pode prolongar o crescimento mesmo apdés a maturagao sexual
(Shine, 1979; Wells, 2007; Han & Fu; 2013; Gustafson et al., 2015; Otero et al.,
2017).

Os padrdes observados em Proceratophrys goyana sao comparaveis aos
registrado para outras espécies da familia Odontophrynidae, como
Odontoprynus americanus, O. asper e O. cordobae, que apresentam idade de
maturidade entre um e dois anos, a longevidade variando de trés a dez anos e a
expectativa de vida reprodutiva potencial de um a nove anos (Quiroga et al.,
2015; Otero et al., 2021; Brum et al., 2022; Pifiero et al., 2023). No entanto, é
importante ressaltar que esses parametros ndo sao fixos a nivel de espécie ou
género, podendo variar entre populagbes (Morrison & Hero, 2003; Leskovar et
al., 2006; Sinsch et al., 2007; Kutrup et al., 2011; Yetman et al., 2012). Por
exemplo, diferentes populacbes de O. asper apresentaram variagdes em
longevidade (de cinco a dez anos), idade de maturidade (de um a dois anos) e
EVRP (de quatro a nove anos) (Otero et al., 2021; Brum et al., 2022; Pifiero et
al., 2023). Essas diferengas provavelmente refletem a influéncia de fatores
externos, como grau de urbanizacgao, latitude, altitude e qualidade do habitat
(Morrison & Hero, 2003; Leskovar et al., 2006; Sinsch et al., 2007; Kutrup et al.,
2011; Yetman et al., 2012).

Assim, embora Proceratophrys goyana compartilhe parametros

semelhantes com seus congéneres os valores observados reforgam a
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importancia de abordagens populacionais na compreensao da histéria de vida
de anuros. Generalizagbes podem mascarar a plasticidade dos individuos frente

a pressoes ecoldgicas especificas enfrentadas por diferentes populagoes.

Ontogenia gonadal

A analise histolégica e morfolégica das gbnadas de Proceratophrys
goyana permitiu distinguir os individuos maduros e imaturos de ambos os sexos.
Nas fémeas, a maturidade foi caracterizada pela presenca de ovécitos
vitelogénicos e pos-vitelogénicos, além do desenvolvimento dos ovidutos, mais
espessos e convolutos. Ja nos machos, a maturagao foi evidenciada pela
presenga de tubulos seminiferos organizados, contendo espermatozoides livres
no lumen, bem como por alteragdes na morfologia externa dos testiculos, que

passaram a apresentar formato ovéide.

Esses padrbes sdo compativeis com o que tem sido descrito para outros
anuros, inclusive dentro da familia Odontophrynidae (Kumbar & Pancharatna,
2001; Fabrezi et al., 2010; Carezzano et al., 2013; Goldberg, 2015; Quiroga et
al., 2018; Brum, 2019; Cheij et al., 2024 e.g., Ogielska & Kotusz, 2004; Quiroga
et al., 2015). No presente estudo, a morfologia e a histologia gonadal foram
fundamentais tanto para a sexagem dos individuos quanto para uma breve
descricdo das génadas de P. goyana, cuja anatomia reprodutiva era até entao
desconhecida. Esses resultados podem ser complementados com estudos
futuros sobre o ciclo gametogénico, sazonalidade reprodutiva, descricao
completa e diferenciagdo gonadal para a familia Odontophrynidae como um

todo.

Dimorfismo sexual, crescimento e maturidade

Como visto anteriormente fémeas e machos dessa populagao diferiram
em taxas de reabsor¢cao de LAGs e nos parametros da histéria de vida. Os
resultados indicaram que, entre individuos maduros, as fémeas sao maiores que

os machos. Esse padrao, enviesado para fémeas, € amplamente documentado
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em anuros e corresponde ao tipo mais comum de dimorfismo sexual no tamanho

corporal (SSD) para o grupo (Shine, 1979).

Uma explicagdo simples para o dimorfismo sexual poderia ser
basicamente por diferengas na idade, com fémeas vivendo mais e, por isso,
atingindo tamanhos maiores (Monnet & Cherry 2002). No entanto, as fémeas de
Proceratophrys goyana na nossa amostra foram sempre maiores,
independentemente da idade. Essa diferenga sugere que o SSD ndo se deve
apenas a diferenga de longevidade, mas também as trajetdrias de crescimento

distintas entre os sexos.

O crescimento corporal € fator chave na determinagdo do tamanho final,
sendo modulado principalmente pela idade de maturacédo (Halliday & Verrell,
1988; Sinsch et al., 2010). Como o crescimento tende a desacelerar apos a
maturidade, a diferenca no tempo de maturacdo entre os sexos influencia
diretamente o dimorfismo (Halliday & Verrell, 1988; Sinsch et al., 2010; Liao &
Lu, 2010; Zornosa-Torres & Hoyos, 2016). Essa relacao foi reforcada pelos
resultados obtidos, que indicaram padrbes contrastantes de crescimento e

maturac&o entre machos e fémeas de Proceratophrys goyana.

O modelo de crescimento de von Bertalanffy indicou que os machos
apresentam taxa de crescimento inicial mais elevada, crescendo mais
rapidamente nos primeiros anos, mas atingindo menor tamanho assintético
(Figura 5). A curva de crescimento dos machos mostra estabilizagcao precoce, a
partir de um ano, quando mais de 70% estao sexualmente maduros. Nesse
momento, a taxa de crescimento reduz e estabiliza por volta dos dois anos,
quando todos os machos ja estdo maduros. Esse padrdo sugere que o
crescimento dos machos estabiliza logo apds a maturidade, como ja visto em
outros anuros (Liao & Lu, 2010; Bionda et al., 2015; Baraquet et al., 2018).
Corroborando esse resultado, tanto o CRC quanto o numero de LAGs explicam
a maturidade sexual, sendo a idade o preditor mais forte da maturidade em

machos.

A maturacdo precoce em machos pode refletir pressdes reprodutivas
especificas. Nos anuros, os machos geralmente maximizam seu sucesso

reprodutivo através de multiplas oportunidades de amplexo (Wells, 2007). No
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entanto, ao vocalizarem em busca de novos eventos reprodutivos denunciam
sua localizagado, se tornam mais expostos a predagdo e mortalidade (Shine,
1979; Wells, 2007). Esse padrao nao ¢é diferente entre os machos de
Proceratophrys goyana. Nesse contexto, a selecdo poderia favorecer machos
que amadurecem precocemente e alocam recursos para a reprodugao em vez

de prolongar o crescimento.

Enquanto isso, as fémeas crescem mais lentamente, mas atingem maior
tamanho assintotico (Figura 5). A curva de crescimento das fémeas nao
estabiliza claramente, apresentando padrao continuo de crescimento, embora
com menor inclinacdo apds dois a trés anos. Padrdes semelhantes de
crescimento foram observados em Boana cordobae e Boreorana sylvaticus,
espécies nas quais as fémeas continuaram crescendo apds a maturidade,
atingindo tamanhos corporais maiores por meio de crescimento prolongado e
diferencial (Gustafson et al.,, 2015; Otero et al., 2017). Com isso, fémeas
incrementam mais seu tamanho anualmente que os machos, indicando uma

estratégia de investimento energético distinta.

A maturacao sexual das fémeas também apresentou padrao diferente dos
machos. Embora CRC e LAG tenham sido significativas na predicdo da
maturidade, a relagdo com o tamanho é mais forte. A transigdo de imaturidade
para maturidade ocorre entre 50 e 55 mm de CRC. Quase todas as fémeas estao
maduras a partir de trés anos (Tabela 3). A menor fémea madura tinha 51,9 mm
e trés anos de idade, e foi registrada apenas uma fémea madura com dois anos,
apresentando CRC de 52,72 mm. Em contraste, uma fémea de 48 mm com
quatro anos de idade ainda era imatura, reforcando que o limiar minimo de
tamanho corporal € um fator critico para o inicio da maturagdo gonadal. Esses
resultados sugerem que, nas fémeas, a maturidade sexual é desencadeada
principalmente pelo alcance de um tamanho corporal minimo, mais do que pela
idade cronolégica. No entanto, como CRC e LAG sao variaveis colineares, &

natural que fémeas maiores também apresentem idades mais avancadas.

Esse padrao € compativel com a hipotese de que fémeas maiores
maximizam a fecundidade, pois o tamanho do ovo e da ninhada estédo
correlacionados positivamente com o tamanho corporal (Shine, 1979; Wells,

2007; Han & Fu, 2013). Assim, a selecdo natural favoreceria fémeas que
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continuam a crescer mesmo apods atingir a maturidade sexual, acumulando
reservas energeticas para reprodugédo, ampliando o tamanho de sua ninhada e
maximizando o sucesso reprodutivo (Tejedo, 1992; Bionda et al., 2011; Liedtke
et al., 2014).

A associagao entre crescimento continuo e maturagao tardia nas fémeas
também pode estar relacionada a maior intensidade de reabsor¢do éssea
observada nesse sexo. Como a reabsorcdo esta relacionada a remodelagao
Ossea, é possivel que a manutencido do crescimento apds a maturidade possa
resultar em maior perda de LAGs entre fémeas mais velhas. Essa € uma

hipétese que pode ser testada em trabalhos futuros.

Crescimento rapido e estabilizagdo precoce nos machos e crescimento
mais lento e prolongado nas fémeas € um padrao que ja foi documentado em
outras espécies de anuros, e pode refletir pressdes seletivas distintas entre os
sexos (Liao & Lu, 2010; Bionda et al., 2015; Gustafson et al., 2015; Otero et al.,
2017; Baraquet et al., 2018). No género Proceratophrys, o padrao de dimorfismo
sexual ainda é pouco explorado em termos de crescimento, maturidade e idade.
Entretanto, fémeas tendem a serem maiores que machos em espécies do género
(e.g. P. cururu, P. dibernadoi, P. ararype) (Eterovick & Sazima, 1998; Brandao et
al.,, 2013; Mangia et al., 2018), sugerindo que o padrdo encontrado para
Proceratophrys goyana pode ser comum no grupo. Tais dados reforcam a
necessidade de integrar analises de crescimento, idade e maturidade em
estudos de dimorfismo sexual para compreender os fatores evolutivos e

ecolégicos que moldam essas diferengas entre os sexos.

Conclusoes

Os resultados deste estudo demonstraram que machos e fémeas de
Proceratophrys goyana apresentam diferentes estratégias em diversos aspectos
da histéria de vida, incluindo longevidade, crescimento, maturidade sexual e
reabsorcdo Ossea. Essas estratégias foram evidentes em todas as analises
realizadas, destacando a necessidade de considerar o efeito de diferentes
pressoes seletivas atuando em machos e fémeas nos estudos que visam estimar

idade, crescimento e outros parametros.
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A interacdo entre fatores ontogenéticos, como a taxa e a duragdo do
crescimento com fatores ecoldgicos, como diferengas na exposi¢cao a predagao
e fatores fisiolégicos, como tamanho minimo necessario para iniciar a
reproducdo, parecem compor a base evolutiva do dimorfismo observado na
espécie. Fémeas crescem por mais tempo e atingem tamanho maiores, o que
pode maximizar o seu sucesso reprodutivo (Shine, 1979; Tejedo, 1992; Wells,
2007; Bionda et al., 2011; Han & Fu, 2013; Liedtke et al., 2014), enquanto
machos investem em reproduc¢ao precoce, com diminui¢ao do crescimento apds
a maturacdo. Esse padrdo de crescimento diferencial entre os sexos ja foi
descrito como um dos principais mecanismos responsaveis pelo SSD em anuros
(Halliday & Verrell, 1988; Sinsch et al., 2010; Liao & Lu, 2010; Zornosa-Torres &
Hoyos, 2016) e foi corroborado neste estudo para uma espécie endémica do

Cerrado, pertencente a uma linhagem pouco estudada.

Além disso, a osteocronologia se mostrou eficaz na estimativa de idade
em P. goyana, ainda que limitada pela alta taxa de reabsor¢cdo de LAGs,
especialmente em fémeas mais velhas. A determinacdo da dindmica de
reabsorcdo aplicada no presente estudo foi fundamental para evitar a
subestimacao da idade dos individuos. O protocolo de calculo da reabsorgao
desenvolvido neste estudo pode ser utilizado como base para estudos futuros

com anuros tropicais.

Por fim, a sazonalidade do Cerrado, com periodos definidos de seca e
chuva, parece exercer papel central na delimitagao das linhas de interrupgao do
crescimento (LAGs) observadas em Proceratophrys goyana. Esse padréao
reforca o potencial da osteocronologia como ferramenta para estimar a idade de
outras espécies do bioma, bem como de outros biomas tropicais. Ao ampliar o
conhecimento sobre uma espécie endémica e pouco estudada, este trabalho
também reforca a importancia de estudos de histéria de vida em regides
tropicais, sobretudo no Cerrado, que enfrenta acelerada perda de
biodiversidade.
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