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RESUMO

A reproducao é essencial para a perpetuacido das espécies e por esta razao este é
um tema central no estudo da biologia de qualquer animal. Nesta tese apresento
dados inéditos sobre diversos aspectos reprodutivos de algumas espécies de
jararacas, incluindo B. cotiara, B. alternatus, B. pubescens, B. diporus, B.
mattogrossensis, B. neuwiedi e B. pauloensis. Além da caracterizagao de eventos
reprodutivos como producdo de gametas, estocagem de esperma e formagédo de
plugs copulatérios, também descrevo pela primeira vez em serpentes a presenga de
esperma no segmento sexual renal de B. pubescens e a intersexualidade em B.
moojeni e B. erythromelas. A influéncia dos fatores ambientais e da inércia
filogenética sobre a determinacdo dos padrdes reprodutivos nestas serpentes foi
avaliada por meio de (1) comparagdes entre a época de ocorréncia dos eventos
reprodutivos entre as diferentes espécies que indicaram a influéncia de ambos os
fatores; (2) reconstru¢cdes de carater ancestral que apontaram para um forte
conservatismo filogenético em relagédo ao dimorfismo sexual e alta variabilidade em
relacdo ao padrdo de maturidade sexual; (3) analises estatisticas cujos resultados
indicam que nao ha relacdo entre o aumento de parametros como temperatura e
pluviosidade e o ciclo dos machos de B. pubescens, espécie utilizada como modelo.
Embora a predomindncia de eventos de acasalamento durante o outono e
nascimentos no verao indique um forte componente filogenético na determinagao
dos eventos reprodutivos desse género, os fatores ambientais podem influenciar a
existéncia de variagao interespecifica especialmente em relacdo a plasticidade das

épocas de ovulagao, prenhez e das estratégias de estocagem de esperma.

Palavras-chave: ciclos reprodutivos, estocagem de esperma, plugs copulatorios,

espermatogénese, segmento sexual renal, ducto deferente, intersexualidade



ABSTRACT

Reproduction is essential for the perpetuation of any species. That is why it is a
central theme for studies on the biology of any organism. Here, | present new data on
several aspects of reproduction for Bothrops species, including B. cotiara, B.
alternatus, B. pubescens, B. diporus, B. mattogrossensis, B. neuwiedi and B.
pauloensis. The characterization of reproductive events such as gametogenesis,
sperm storage, formation of mating plugs and activity of the sexual segment of the
kidneys (SSK) is provided. | also describe the presence of sperm inside the SSK for
the first time in a snake species and intersexuality in B. moojeni and B. erythromelas.
| evaluated the influence of environmental factors and phylogenetic inertia in the
determination of reproductive events in these snakes by (1) a comparison of the
timing of reproductive events between species which indicates that both factors may
be important, (2) ancestral character state reconstructions showing a strong
phylogenetic conservatism in sexual dimorphism with females being the larger sex
and high variability in sexual maturity between species, (3) statistical analysis
indicating that male reproductive variables do not vary according to temperature and
rain in B. pubescens. Although there are many observations of reproductive events
outside the expected periods for Bothrops species (mainly for timing of ovulation,
pregnancy and sperm storage strategies), reports of mating and births are
concentrated in autumn and summer, respectively, showing that although
phylogenetic inertia has a high influence on the conserved timing of these
reproductive events in Bothrops, environmental factors may also play a role in the

plasticity observed in some species and individuals.

Keywords: reproductive cycles, sperm storage, mating plugs, spermatogenesis, sexual

segment of the kidneys, ductus deferens, intersexuality



Introducao geral

A reproducao é essencial para a perpetuagao das espécies e por esta razao este é
um tema central no estudo da biologia de qualquer animal. As jararacas do género
Bothrops sdao o grupo de serpentes peconhentas com maior nimero de espécies na
regido neotropical, ocupando diversos tipos de ambiente (Campbell & Lamar, 2004,
Carrasco et al, 2012). Estas serpentes da Familia Viperidae possuem grande importancia
para a saude publica, pois algumas espécies sdao responsaveis pelo maior nimero de
acidentes ofidicos no Brasil (Aradjo et al., 2003, Lima et al. 2009, Wen et al., 2015). Por
outro lado, o género Bothrops também inclui espécies raras e/ou ameacadas de extin¢ao.
Desta forma, o conhecimento sobre a reproducdo € importante para o manejo destas
espécies, tanto para fins de conservacdo, quanto para questdes associadas a salde
publica (manutencdo de serpentes em cativeiro para extracdo de veneno e producdo de

soro anti-ofidico para as vitimas de acidentes).

O objetivo deste trabalho € apresentar novas informacdes sobre aspectos
reprodutivos para algumas espécies do género Bothrops, incluindo a analise de ciclos
reprodutivos de machos e fémeas, estocagem de esperma e plugs copulatdrios, além de
investigar a influéncia da inércia filogenética e das condic6es ambientais sobre os padroes
reprodutivos nesse género. Para tanto, foram organizados sete manuscritos (capitulos)

que tratam destes temas.

No primeiro capitulo “Anatomia do trato reprodutivo, estocagem de esperma e
plugs copulatérios nas fémeas de jararacas-pintadas do grupo Bothrops neuwiedi”,
screv i scopi icroscopi vidu seis espécies des
descrevo a anatomia macroscdpica e microscopica do oviduto de seis espécies deste

grupo: B. marmoratus, B. neuwiedi, B. pauloensis, B. pubescens, B. mattogrossensis e B.



diporus e apresento dados sobre a estocagem de esperma e os plugs copulatdrios no

contexto do ciclo reprodutivo das espécies.

No segundo capitulo “Ciclos espermatogénico, do segmento sexual renal e
estocagem de esperma nos machos de Bothrops pubescens incluindo uma anadlise da
relacao dos eventos reprodutivos com o clima atual do sul do Brasil”, além de realizar
uma caracterizacao detalhada dos eventos reprodutivos nos machos desta espécie,
procurei também utilizar B. pubescens, espécie para qual pude obter uma boa
amostragem de machos, como modelo para um teste da rela¢do entre os padrdes de

temperatura e pluviosidade, espermatogénese e hipertrofia do segmento sexual renal.

No terceiro capitulo “First observation of sperm in the sexual segment of the kidney
of a snake”, apresento um relato inédito da presenca de esperma no rim de B. pubescens e

discuto algumas hipdteses que merecem ser mais bem investigadas a partir deste achado.

Ja o quarto capitulo " Mating plugs and male sperm storage in Bothrops cotiara
(Serpentes, Viperidae)” trata-se de um manuscrito onde é relatada pela primeira vez a
presenca de plugs copulatdrios em B. cotiara e também a estocagem de esperma no

epididimo dos machos.

No quinto capitulo “Biologia reprodutiva de Bothrops alternatus do sul do Brasil”
apresento dados inéditos sobre a reproducao dessa espécie, que também inclui a

estratégia dos plugs copulatdrios.

O sexto capitulo “Machos de serpente com oviduto de fémeas? Ocorréncia de
individuos intersexo em Bothrops erythromelas e Bothrops moojeni” aborda a descricao

da anatomia macroscdpica e microscopica do trato reprodutivo destes intersexos e



compara as caracteristicas dos ovidutos dos intersexos com ovidutos de fémeas

sexualmente maduras.

Por fim, no sétimo e ultimo capitulo “Evolucdo das estratégias reprodutivas nas
jararacas do género Bothrops” apresento uma revisdo sobre a reproducdo no género
Bothrops, abordando de forma comparativa diversos aspectos da biologia reprodutiva
incluindo ciclos reprodutivos, maturidade e dimorfismo sexual e parametros de

fecundidade.
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Capitulo 1

Anatomia do trato reprodutive, estocagem de esperma ¢
plugs copulatérios nas fameas de jararacas-pintadas do

grupo Bothrops neuwiedi

Manuscrito para o periédico Acta Zoologica



Resumo

Neste estudo descrevemos a anatomia macroscdpica e microscépica do oviduto de
fémeas de seis espécies do grupo Bothrops neuwiedi. Assim como para outras serpentes,
o oviduto pode ser dividido em vagina, juncdo Utero-vaginal (JUV), utero e infundibulo
(anterior e posterior). Esperma foi observado em todas estas por¢des inclusive dentro de
receptdculos de esperma no infundibulo. Um plug copulatdrio foi observado na vagina de
B. marmoratus, B. mattogrossensis, B. neuwiedi e B. pauloensis. Esperma estocado na JUV
foi encontrado com maior frequéncia na presenca da contorcao muscular uterina (UMT).
Espécies de regides com altas temperaturas ao longo do ano apresentaram varia¢cdes no
timing dos ciclos reprodutivos (e.g. ovulacdo a partir de julho, “inverno”) em relacdo ao

padrdo do género Bothrops.

Palavras chaves: B. marmoratus, B. diporus, B. mattogrossensis, B. pubescens, B.
pauloensis, B. neuwiedi, anatomia, oviduto, juncdo Utero-vaginal (JUV), contorcdo

muscular uterina (“UMT”’), receptaculos de esperma, infundibulo

Introducao

O conhecimento sobre a anatomia macroscdpica e microscdpica do trato
reprodutivo das serpentes é fundamental para o entendimento dos ciclos reprodutivos
destes animais (Almeida-Santos et al., 2014). Para as fémeas, a andlise microscépica do
oviduto pode revelar dados importantes para a compreensdo dos ciclos reprodutivos,

como a estocagem de esperma (Fox, 1956, Halpert et al., 1982, Siegel et al., 2011, Barros et



al., 2012, 2014, Rojas et al., 2015). A estocagem de esperma é considerada um componente
obrigatdrio do ciclo reprodutivo dos viperideos da regido neotropical, em funcdo da
dissociacdo entre a cépula (outono) e a ovulagdo (primavera) (Almeida-Santos e Salomao,
2002). A estocagem confirmada pela presenca de esperma no trato reprodutivo ja foi
relatada para algumas serpentes da regido neotropical (e.g. Almeida-Santos e Salomao,
1997, Barros et al., 2012, Resende e Nascimento, 2015, Rojas et al., 2015). Embora os
estudos com estocagem de esperma em serpentes da regido neotropical ainda estejam
no inicio, para as serpentes de regibes temperadas ja ha dados sobre a relacao da
estocagem de esperma com os mecanismos de competicdo espermatica (cf. Birkhead e
Moller, 1993, Olsson e Madsen, 1998) e multipla paternidade (Schwartz et al., 1989,
Hoggren e Tegelstrom, 1995).

Outro componente importante do ciclo reprodutivo que pode ser descoberto
através da analise microscdpica do oviduto é o plug copulatdrio (Capitulos 2 e 5 desta
tese). Estes plugs copulatérios sdo formados por secrecdes do segmento sexual renal dos
machos e depositados na vagina das fémeas durante a cépula (Crews & Garstka, 1982;
Aldridge et al., 2011, Friesen et al., 2013). Dentre as fun¢des propostas para os plugs
copulatdrios em Squamata podemos citar a funcdo de tampao copulatério (impedir a
perda de esperma), guarda sexual passiva das fémeas (fémeas apresentam decréscimo
na atratividade na presenca do plug) e espermatéforo (Shine et al., 2000, Moreira &
Birkhead, 2004, Friesen et al., 2013). Para as serpentes do género Bothrops, hd o relato de
ocorréncia do plug em algumas espécies (B. cotiara (Capitulo 4), B. alternatus (Capitulo 5),
B. jararacussu (obs. pess.), B. moojeni (obs. pess.), porém ndo foram realizados ainda

testes de hipdteses sobre sua funcdo (cf. Moreira & Birkhead, 2003, 2004, Moreira et al.,
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2006, 2007). Neste estudo relatamos a ocorréncia do plug copulatdério em mais quatro
espécies do grupo B. neuwiedi.

O grupo B. neuwiedi é composto por oito espécies de serpentes do género
Bothrops (B. neuwiedi, B. erythromelas, B. pubescens, B. marmoratus, B. mattogrossensis,
B. diporus, B. pauloensis e B. lutzi), que se encontram distribuidas pelos biomas de
formacdo aberta da América do Sul, como Pampas, Cerrado, Caatinga e Pantanal (Wister
et al., 2002, Silva e Rodrigues, 2008, Machado et al., 2014). Uma andlise das rela¢ées
filogenéticas das espécies do grupo B. neuwiedi demonstrou que este é um grupo
monofilético (Machado et al. 2014). As andlises de Machado et al. (2014) indicam que o
ancestral comum mais recente das jararacas data da metade do Mioceno, enquanto a
divergéncia entre o grupo B. neuwiedi e seu grupo-irmdo B. jararaca ocorreu no final do
Mioceno. A origem do grupo B. neuwiedi sofreu influéncia de eventos que ocorreram
durante o Neogeno, como por exemplo, o soerguimento final do Planalto Central
Brasileiro no Plioceno (Werneck, 2011), enquanto as flutua¢des climaticas do Quaternario
tiveram um papel na diversificacdo dentro do grupo B. neuwiedi (Machado et al., 2014).
Portanto, trata-se de um grupo interessante para estudo comparado da anatomia e dos
ciclos reprodutivos por ser um grupo cuja especiacao é recente.

Diversos estudos que incluem dados sobre a biologia das espécies de serpentes do
grupo B. neuwiedi j& foram conduzidos, incluindo estudos sobre aspectos da histdria
natural (B. pauloensis, Valdujo et al., 2002; B. mattogrossensis, Monteiro et al., 2006, B.
diporus, Giraudo et al., 2008; B. neuwiedi, Travaglia-Cardoso, 2011) e dentre estes, alguns
estudos que tratam especificamente da reproducdo de algumas espécies (B. pubescens,
Hartmann et al., 2004, Capitulo 2 desta tese, , B. erythromelas, Barros et al., 2014, Reis et

al., 2015). Por outro lado, considerando que para a compreensao dos ciclos reprodutivos
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de serpentes, a utilizacao de técnicas de microscopia é essencial tanto para compreender
o papel da estocagem de esperma no ciclo reprodutivo das fémeas (Rojas et al., 2015,
Barros et al., 2014a,b), quanto para definir corretamente o estagio reprodutivo dos
machos (Mathies, 2011, Rojas et al., 2013, Almeida-Santos et al., 2014), pode-se considerar
que a reprodugdo € um aspecto pouco conhecido da biologia das espécies do grupo B.
neuwiedi. O objetivo deste estudo € apresentar novos dados sobre a reproducao das
fémeas de espécies do grupo B. neuwiedi. Com base na andlise macroscdpica e
microscdpica do trato reprodutivo das fémeas, nds descrevemos a anatomia do trato
reprodutivo, com énfase no oviduto e nos relatos de estocagem de esperma na juncao
Utero-vaginal e infundibulo, presenca de esperma na vagina e utero e por fim, na
descoberta de plugs copulatdrios na vagina para espécies desse grupo. Esses dados sao
interpretados no contexto do ciclo reprodutivo das espécies amostradas: B.neuwiedi, B.

marmoratus, B. diporus, B.mattogrossensis, B. pauloensis e B. pubescens.

Material e Métodos

Amostragem de espécies

Foi amostrado um total de 72 fémeas pertencentes a seis espécies do grupo B. neuwiedi,
depositadas nas seguintes colec¢des cientificas: Museu de Ciéncia e Tecnologia (MCT) da
Pontificia Universidade Catdlica (PUC) do Rio Grande do Sul, Colecdo Herpetoldgica da
Universidade de Brasilia (UNB), Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) e
Museu Nacional do Rio de Janeiro (MN). As espécies foram agrupadas de acordo com

Silva e Rodrigues (2008). A amostragem de cada espécie foi realizada de acordo com a
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disponibilidade para coleta de fragmentos dos drgaos para histologia, conforme descrito

abaixo:

° B. mattogrossensis: 12 fémeas, coletadas no Pantanal, estado do

Mato Grosso do Sul;

o B. diporus: trés fémeas dos Pampas no Rio Grande do Sul;

. B. pubescens: 19 fémeas dos Pampas e dreas limitrofes com a Mata

Atlantica no Rio Grande do Sul;

J B. marmoratus: 11 fémeas provenientes do cerrado da regidao Central

do Brasil, do estado de Goias e do Distrito Federal.

J B. pauloensis: 15 fémeas do Cerrado e Pantanal. Em funcao da
distancia dos pontos amostrados, os dados foram analisados de acordo

com as populacdes:

e Populacdo A: seis fémeas do Cerrado da regidao sudeste do
Brasil, estado de Sao Paulo;

e Populacdo B: 4 fémeas do Cerrado da regiao central do Brasil,
estados de Goids, Tocantins e o Distrito Federal;

e Populacdo C: 2 fémeas do Pantanal, estados do Mato Grosso

do Sul e Mato Grosso
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o Populacdo D: 2 fémeas de Pimenta Bueno, RO

° B. neuwiedi: 12 fémeas coletadas na Reserva Particular do Patrimonio

Natural Serra do Caracga e adjacéncias em Minas Gerais.

Coleta e andlise de dados

Apds o registro do comprimento rostro-cloacal com auxilio de fita métrica de
acurdcia de 10 mm, a disseccdo ventral das fémeas foi realizada para exame das gbénadas
e vias genitais. Para as fémeas, com auxilio de paquimetro digital (precisdo 0,1 mm) foi
registrado o diametro do maior foliculo ovariano ou a presenca de embrides no oviduto.
A presenca/auséncia de contracdo muscular uterina (UMT — uterine muscular twisting) na
juncdo Utero-vaginal (JUV) e presenca de corpo Iiteo nos ovdrios também foram
registradas. Em seguida, foi coletado um fragmento de cada regidao do oviduto
(infundibulo anterior e posterior, Utero, juncdo Utero-vaginal e vagina) (Rojas et al., 2015)
para andlise histoldgica. O ciclo reprodutivo das fémeas foi caracterizado pela distribuicao
do maior foliculo ovariano ou presenca de embriGes nos ovidutos ao longo do ano,
presenca de esperma e do plug copulatdrio no trato reprodutivo da fémea.

Foram utilizados neste estudo apenas individuos sexualmente maduros. O critério
para as fémeas serem consideradas sexualmente maduras foi apresentar qualquer uma
dessas caracteristicas: ovdrio com foliculos em vitelogénese secundaria, embrides no
oviduto, ou presenca de marcas de corpo liteo nos ovarios, como indicativo de que esta
fémea ja teve um ciclo reprodutivo anterior ao momento de coleta. Todos os drgaos

coletados para andlises histoldgicas foram preservados em dlcool a 70% e processados
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pelo método de parafina. Foram obtidos cortes de 5 um de espessura e a coloracao

Hematoxilina-Eosina (H/E) foi utilizada para estudo dos tecidos.

Resultados

Anatomia do trato reprodutivo

O trato reprodutivo das fémeas é composto por dois ovarios e respectivos
ovidutos, localizados nas regides laterais do corpo da serpente. Como outros érgaos do
corpo da serpente, os ovdrios apresentam um formato alongado. Os foliculos ovarianos
podem ser vistos a olho nu e encontram-se enfileirados ao longo da extensdo do drgao
(Fig. 1A, B, C). Na maioria das fémeas amostradas ha apenas foliculos ovarianos de menor
tamanho, considerados como foliculos em vitelogénese primaria (Fig. 1A, B, C). Com a
deposicao de vitelo, os foliculos aumentam de tamanho e passam a ser chamados de
foliculos em vitelogénese secundaria. Os ovarios e ovidutos tem inicio em diferentes
porcdes do corpo do animal: o ovario direto estd localizado em uma posi¢do cranial em
relacdo ao ovdrio esquerdo, e da mesma forma o oviduto direito tem inicio em uma
posicdo mais cranial que o esquerdo (Fig. 1A).

O oviduto é o 6rgao onde ocorre a estocagem de esperma, fertilizacao e prenhez e
pode ser dividido em diferentes partes. Para as espécies do grupo B. neuwiedi, podemos
aplicar a divisdo do oviduto nas partes propostas por Rojas et al. (2015) em infundibulo
anterior e posterior, Utero, juncdo Utero-vaginal (JUV) e vagina (Fig. 1A). A pocdo anterior
do infundibulo é constituida por um tecido bastante fino, de aspecto macroscdpico

translicido (Fig. 1B). Essa porcdo do oviduto recebe os foliculos ovarianos durante a
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ovulagdao. Microscopicamente, a parede do infundibulo anterior é mais fina e apresenta
muitas invagina¢des. Nao ha presenca de glandulas nesta porcao (Fig. 2A). O epitélio é do
tipo cuboidal simples com células ciliadas e poucas células secretoras. J& a por¢ao
posterior do infundibulo apresenta uma série de dobras visiveis macroscopicamente (Fig.
1B). Microscopicamente pode ser observada a presenca de glandulas tubulares simples,
que sdo os receptaculos de estocagem de esperma (Figs. 2B, 8 A, B).

Apds o infundibulo posterior, tem inicio a por¢ao mais longa do oviduto, o Utero,
onde ocorre a gestacao dos embrides (Fig. 1A). O epitélio é do tipo cuboidal simples com
células ciliadas e algumas células secretoras. As glandulas uterinas podem ser observadas
na lamina prépria do Utero (Fig. 2C). As glandulas uterinas sdo diferentes das glandulas do
infundibulo. As glandulas uterinas sdo formadas principalmente por células secretoras,
enquanto no infundibulo ha presenca abundante de células ciliadas nas glandulas (Fig.
2B). O Utero termina na por¢do caudal do corpo da serpente.

A JUV faz a ligagdo entre o Utero e a vagina (Fig 1. A, D, E). A JUV diferencia-se do
Utero principalmente pela auséncia de glandulas nessa regido (Fig. 2E). Além disso, ndo
ocorre implantacdo de embrides na regidao da JUV. A JUV é um sitio de estocagem de
esperma, nesta porcdo é observada a UMT (Fig. 1E, 8D). O epitélio pseudoestratificado
apresenta sulcos profundos e é composto por células ciliadas e secretoras. Ha duas
camadas musculares nesta por¢ao do oviduto, uma externa circular e a outra interna
longitudinal (Fig. 1E). A vagina é a por¢do terminal do oviduto. A vagina é bifurcada e
proporcionalmente mais larga que o restante do oviduto, em cada lado apresentando o
formato de uma “bolsa” (Fig. 1 A, D,E). Estas “bolsas vaginais” sdo estruturas
independentes e separadas na maior parte das fémeas do grupo B. neuwiedi amostradas,

porém em algumas fémeas de B. marmoratus as “bolsas vaginais” estdo fundidas
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macroscopicamente (Fig. 1A, D). Em B. pubescens, foi observada a formacdo de criptas
com formato de glandulas tubulares na porcdo inicial da vagina, logo apds a JUV (Fig. 2 F).
Em direcao caudal, na por¢ao mais alargada da vagina observa-se o aumento do lumen
(com presenca ou vestigios de plug gelatinoso em algumas fémeas) e a presenca de

epitélio colunar alto com muitas células secretoras e algumas ciliadas (Fig. 8E).
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Figura 1: Anatomia do trato reprodutivo de fémeas de serpentes do grupo B. neuwiedi. A. Visdo geral do
trato reprodutivo de uma fémea de B. marmoratus, com as diferentes partes do oviduto. B. Detalhe da
regiao do infundibulo. 1: infundibulo anterior, 2: infundibulo posterior, FO: foliculos ovarianos. C. Regido do
infundibulo em uma fémea do grupo B. neuwiedi com marcas de corpo liteo (cabeca de seta) nos ovarios.
D. Detalhe da regido da juncdo Utero-vaginal (JUV) e da vagina em B. marmoratus, note a fusdo das vaginas
direita e esquerda. E. “Uterine muscular twisting” (UMT) na JUV de fémea do grupo B. neuwiedi.
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Figura 2: Anatomia microscépica das diferentes regides do oviduto das jararacas-pintadas do grupo
Bothrops neuwiedi. A. Divisdo entre as por¢des anterior e posterior do infundibulo. Note a auséncia de
glandulas no infundibulo anterior e a presenca abundante de glandulas no infundibulo posterior. B.
Detalhes das glandulas do infundibulo posterior que funcionam como receptaculos de esperma. C. Corte
transversal do Utero mostrando a presenca de inimeras glandulas uterinas. D. Maior aumento da glandula
uterina, evidenciando a presenca de células secretoras. E. Jun¢do Utero-vaginal (JUV). F. Por¢do anterior da
vagina com formacdo de criptas em formato de glandulas tubulares. Todas as fotos sdao do oviduto de
fémeas de B. pubescens.
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Estocagem de esperma e plugs copulatérios no contexto dos ciclos reprodutivos
1.) Bothrops mattogrossensis

O periodo de vitelogénese secundaria foi observado entre Maio (outono) e agosto
(inverno) (Fig. 3). Fémeas com vestigios de plug gelatinoso na vagina também foram
observadas neste periodo. Em junho (outono), a analise histoldgica da vagina mostrou
tracos do plug em uma fémea em vitelogénese secunddria, sem a presenca de UMT na
JUV (UFMS 1354). J&4 em agosto (inverno), um pouco de plug foi observado na vagina de
uma fémea que apresentava embrides nos ovidutos (cinco embrides no oviduto direito e
trés no esquerdo) e presenca de UMT na JUV simultaneamente (UFMS 1352). Os embrides
jd estavam visiveis a olho nu, porém ainda com a presenca de grande quantidade de
vitelo. Ainda em agosto, outra fémea (UFMS 1346) em vitelogénese secunddria e com

UMT pouco evidente na JUV, apresentou presenca de esperma no utero (Figs. 3, 8C).
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Figura 3: Ciclo reprodutivo das fémeas de Bothrops mattogrossensis. Os circulos representam foliculos
ovarianos: os circulos vazios representam individuos que ndo tem UMT e os circulos cheios representam as
fémeas com UMT na JUV. Os triangulos indicam a presenga de fémeas com vestigios de plug gelatinoso na
vagina e a estrela indica uma fémea que apresentou a presenca de esperma no Utero. Os asteriscos
representam fémeas com embriGes nos ovidutos. As observacdes de fémeas com embriGes nos ovidutos
entre agosto e setembro sdo descritas neste estudo e as observa¢fes de outubro a dezembro estao
descritas em Monteiro et al. (2006).



20

2.) Bothrops diporus

As trés fémeas de B. diporus amostradas foram coletadas durante o verao, nos meses de
janeiro e margo. As duas fémeas coletadas em janeiro apresentavam foliculos em
vitelogénese primaria e ndo foi encontrado esperma em nenhuma regidao do oviduto
destes individuos. A fémea coletada em marc¢o apresentava foliculos no inicio da
vitelogénese secundaria (diametro do maior foliculo = 9.97 mm) e espermatozoides

estocados na JUV, onde havia a formacdo de UMT.

3.) Bothrops pubescens

Fémeas com foliculos ovarianos em estdgio de vitelogénese primaria foram observadas
ao longo de todo ano (Fig. 4). A contracdo muscular uterina (UMT) foi observada em
trés fémeas, duas destas em vitelogénese primdria e uma em vitelogénese secundaria.
Espermatozdides ndo foram observados na UMT e nem nas demais partes do oviduto.
EmbriGes em estagio inicial de desenvolvimento foram observados em novembro e

dezembro (Fig. 4).
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Figura 4: Ciclo reprodutivo das fémeas de Bothrops pubescens. Os circulos pretos representam o tamanho
do maior foliculo ovariano de fémeas que apresentavam UMT no Utero posterior. Os foliculos das fémeas
que nao apresentavam UMT estdo representadas por circulos brancos. Os asteriscos representam fémeas
com embrides nos ovidutos em estdgio inicial de desenvolvimento, onde apenas o vitelo pode ser
visualizado macroscopicamente. As setas indicam o periodo em que os nascimentos foram observados
em cativeiro, e a letra C indica o periodo em que a cdpula foi observada em cativeiro de acordo com
Hartmann et al (2004).

4.) Bothrops marmoratus

A vitelogénese secundaria foi observada durante o més de marco, entre o final do verdo e
o inicio do outono (Fig. 5). A presenca de espermatozoides também foi observada nesta
época, tanto na vagina de uma fémea (Fig. 8F) (UNB 59524), com foliculos ovarianos no
inicio da fase de vitelogénese secunddria (diametro do maior foliculo: 7,39), quanto no
infundibulo posterior e na JUV de outro exemplar (UNB 59529) que apresentava foliculos
em vitelogénese secundaria maiores (diametro do maior foliculo: 12,48). O esperma no
infundibulo foi observado no limen (Fig. 8A) e dentro de glandulas que sdo receptédculos
de esperma (Fig. 8B). Uma fémea (UNB 53313) coletada em janeiro (verdo) apresentou a
presenca de um plug gelatinoso na vagina. Os foliculos ovarianos desta fémea estavam
em vitelogénese primaria. Nenhuma fémea de B. marmoratus amostrada apresentou

UMT na JUV.
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Figura 5: Ciclo reprodutivo das fémeas de Bothrops marmoratus. Os circulos representam foliculos
ovarianos. O triangulo indica a presenga de uma fémea com plug gelatinoso na vagina e a estrela indica a
presenca de esperma na vagina e JUV neste periodo.

5.) Bothrops pauloensis

Apenas uma fémea de B. pauloensis da cidade de Brasilia, no DF (Brasil Central)
apresentava foliculos vitelogénicos em fevereiro (verdo) na amostra deste estudo. Trés
fémeas de duas popula¢des diferentes, todas com foliculos em vitelogénese primaria
apresentavam plug gelatinoso na vagina em diferentes estac6es: uma fémea (UFMS 1342)
de Aquidauna (MS) foi coletada em maio (outono), enquanto as fémeas (MN 22746 e MN
22753) provenientes do estado de SP foram coletadas no final de outubro e inicio de
dezembro (primavera). Ndo foi observada UMT na JUV de nenhuma fémea amostrada.
Embrides em estagio inicial de desenvolvimento foram observados durante o inverno
(julho e agosto) em fémeas das populacdes do Brasil Central e dos relictos de savana na
Amazodnia em Roraima. Na populacdo de SP, uma fémea apresentou embrides em estagio

inicial de desenvolvimento no final de novembro (primavera) (Fig. 6).
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Figura 6: Ciclo reprodutivo das fémeas de Bothrops pauloensis. Os circulos representam foliculos ovarianos,
os triangulos apontam as fémeas que apresentaram plug gelatinoso na vagina e os asteriscos representam
fémeas com embriGes em estagio inicial de desenvolvimento (com muito vitelo visivel) nos ovidutos. Cada
cor representa individuos de uma populacdo: vermelho - Brasil Central (GO, DF, TO), amarelo - Sudeste
(SP), verde - Pantanal (MS), azul - dreas savanicas na Amazénia (RO).

6.) Bothrops neuwiedi

Foliculos vitelogénicos foram observados entre fevereiro e marco (final do verdo - inicio
do outono). Quatro fémeas com presenca de UMT na JUV foram observadas entre
dezembro e marco. Dentre estas, uma fémea coletada na metade do més de marc¢o (final
do verdo) (MN 18930) apresentou grande quantidade de esperma na UMT (Fig. 8 D).
Esperma também foi encontrado na JUV de uma fémea (MN 21531) coletada no inicio de
fevereiro (verdo) que apresentava aspecto liso sem a presenca de sinais da UMT. O plug
gelatinoso (Fig. 8E) foi observado na vagina de duas fémeas, uma delas com a presenga
de UMT (MN 19339) foi coletada em marco, e a outra, sem a presenca de UMT, foi

coletada em dezembro (MN 21098) (Fig. 7).
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Figura 7: Ciclo reprodutivo das fémeas de Bothrops neuwiedi de Minas Gerais, a maior parte das fémeas é
proveniente da RRPN Serra do Caraga. Os circulos representam os foliculos ovarianos, os circulos vazios
representam fémeas com JUV sem UMT e os circulos pretos representam fémeas com UMT na JUV. Os
triangulos apontam para as fémeas que apresentaram plug gelationoso na vagina e as estrelas marcam a
época em que foi encontrado esperma na JUV de duas fémeas, uma com e outra sem a presenca de UMT.
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Figura 8: Estocagem de esperma e plugs copulatdrios no trato reprodutivo de fémeas do grupo B. neuwiedi.
A. Grande quantidade de esperma no Iimen do infundibulo (B. marmoratus, CHUNB 59529). B. A seta
aponta para um receptaculo de esperma no infundibulo preenchido por espermatozdides (B. marmoratus,
CHUNB 59529). C. Esperma no Utero (B. mattogrossenis, UFMS 1346). D. Esperma na JUV (B. neuwiedi, MN
18930). E. Plug gelatinoso na vagina (B. neuwiedi, MN 19399). F. Esperma na vagina (B. marmoratus, CHUNB
59524). Os asteriscos indicam a presenca de esperma e a estrela do plug copulatdrio.
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Discussao

Ha diferentes terminologias para as por¢des do oviduto de serpentes (veja Rojas
et al,, 2015 e Siegel et al., 2011 para uma revisdo sobre as propostas), assim como ha
debate sobre as func¢des atribuidas a cada uma dessas partes (Rojas et al., 2015). Nossa
proposta é que para as serpentes do grupo B. neuwiedi aqui estudadas, e também para as
demais espécies do género Bothrops, seja aplicada a terminologia do oviduto proposta
recentemente por Rojas et al. (2015), utilizando a serpente Dipsadidae, Philodryas
patagoniensis, como modelo de estudo para a morfofisiologia do oviduto. Em B.
marmoratus observamos um padrao diferente de vagina, que pode ser considerada uma
variacdo anatémica em relacdo ao formato descrito anteriormente para o género
Bothrops (Almeida-Santos e Orsi, 2000, Barros et al. 2014a,b). A amostragem de mais
individuos e a realizacdo de cortes seriados dessa regido poderdo fornecer maiores
detalhes sobre a estrutura e morfologia desta porcao do oviduto, podendo inclusive ser
uma variacdo morfoldégica em relacdo aos tipos de vagina existentes - descritos sob a
terminologia “pouch”, livremente traduzida como “bolsa” por Siegel et al. (2011).

Assim como para outras serpentes, o infundibulo pode ser dividido em regides
anterior e posterior, com a presenca de glandulas que funcionam como receptaculos de
esperma no infundibulo posterior, que fica entre o infundibulo anterior e o utero (Fox,
1956, Halpert et al., 1982, Perkins e Palmer, 1996, Sever e Ryan, 1999, Siegel et al., 2011,
Rojas et al., 2015). Neste estudo, esperma no infundibulo foi identificado apenas em uma
fémea de B. marmoratus coletada no cerrado da regidao central do Brasil no més de
marco, entre o final do verdo e o inicio do outono, periodo no qual é comum a cdpula em

serpentes desse género (Almeida-Santos e Salomdo, 2002). O esperma estava presente
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tanto no lumen do infundibulo quanto dentro das glandulas que funcionam como
receptdculos de esperma. Esta fémea de B. marmoratus também apresentava esperma
nas criptas da JUV, o que comprova que estas serpentes sao capazes de estocar esperma
em dois sitios simultaneamente como documentado também para B. atrox (Silva, 2015) e
B. alternatus (Amaral, 2015).

Interessante notar que o oviduto da fémea de B. marmoratus onde encontramos
esperma na JUV apresentava aspecto liso nesta por¢ao, sem a presenca da UMT, que nao
foi observada nesta espécie. A presenca de esperma nas duas por¢des simultaneamente -
inclusive com grande quantidade de esperma no limen do infundibulo - nos permite
propor que a cépula tenha ocorrido nesta estacao (final do verao/ inicio do outono) e que
o esperma tenha ascendido imediatamente pelo Utero até o infundibulo e os
receptdculos de esperma. Além disso, a cOpula neste periodo é corroborada pela
descoberta de esperma na vagina de outra fémea de B. marmoratus coletada também no
més de mar¢o. Por um lado, estes dados corroboram as revisbes anteriores sobre a
reproducdo no género Bothrops (Almeida-Santos e Salom&o, 2002) em relacdo ao periodo
de cdpula outonal, e por outro lado apresentam uma variagao existente em relacdo ao
modelo de estocagem de esperma proposto para os viperideos da regido neotropical por
Almeida-Santos e Salomao (1997, 2002). Como em geral nos viperideos neotropicais, a
cépula no outono é dissociada da ovulacdo na primavera (Almeida-Santos e Saloméo,
2002), a estocagem de esperma garante a sincronizacdo dos eventos reprodutivos
(Schuett, 1992). Almeida-Santos e Salomdo (1997) propuseram que o UMT seja o
mecanismo responsdavel por esta sincronizacao neste grupo de serpentes. Apds a copula
no outono, ocorre a formacdo da contorcdo (UMT) na JUV das fémeas, bloqueando a

passagem do esperma para outras porc¢des mais craniais do oviduto. O esperma
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permanece estocado na UMT durante todo outono e inverno, ascendendo pelo Utero até
o infundibulo somente na primavera quando a contorcdo na JUV (UMT) se desfaz e
ocorre a ovulacdo (Almeida-Santos e Salomao, 1997, 2002). A prenhez ocorre durante a
primavera/ verdo e os filhotes de Bothrops nascem principalmente no verdao, mas também
no inicio do outono para algumas espécies (Almeida-Santos e Salomdo, 1997, 2002).
Existem variacbes no género Bothrops em relacdo a este padrao, como documentado
aqui para B. marmoratus e também para B. erythromelas, espécie na qual a ocorréncia de
UMT foi considerada como um polimorfismo em fun¢dao de sua rara ocorréncia na
populacdo, ou seja, embora o UMT ja& tenha sido observado em uma fémea desta espécie,
a andlise de uma quantidade significativa de individuos ndo revelou o uso desta estratégia
para a maior parte das fémeas amostradas (Barros et al., 2014).

Embora possa haver variacdes, os dados obtidos para Crotalus durissus e para
vdrias espécies de Bothrops corroboram a teoria de estocagem de esperma durante o
outono e inverno no UMT (B. jararaca, Almeida-Santos, 2005, Kasperoviczus, 2013, B.
insularis, Kasperoviczus, 2009, B. leucurus, Barros et al., 2014). Os dados apresentados
para B. diporus neste estudo também corroboram esta hipdtese. J4 para B. neuwiedi, a
estocagem na JUV foi documentada neste estudo tanto na presenca quanto na auséncia
de UMT. Siegel e Sever (2006) apresentaram uma série de questionamentos sobre o
processo de formacao do UMT e sua fun¢ao na estocagem de esperma. Neste estudo,
esperma foi encontrado no infundibulo em apenas uma das 72 fémeas amostradas. Por
outro lado, dentre as seis fémeas com esperma na JUV, cinco apresentavam UMT.
Almeida-Santos e Salomdo (1997) apontam para uma diferenca entre o aspecto
microscopico da JUV em fémeas com e sem a presenca da contorcdo macroscépica

(UMT), relatando que em fémeas pds-parto (ou seja, sem UMT) o limen era maior e mais
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facilmente visivel. Embora ainda ndo tenham sido coletadas medidas que comprovem
este fato, pode ser que a UMT promova o aumento das dobras do epitélio e a diminuicao
do limen, tornando as criptas da JUV mais profundas e consequentemente melhores
sitios para estocagem de esperma. Isto explica a maior taxa de encontro de
espermatozdides na presenca de UMT, e também corrobora sua fun¢ao na estocagem de
esperma. De qualquer forma, independente de uma possivel fun¢ao alternativa para a
UMT, a JUV é um sitio de estocagem de esperma em serpentes, com relatos de
estocagem de esperma nas suas criptas (Almeida-Santos e Salomao, 1997, 2002, Barros et
al 2012, 2014, Rojas et al., 2015) ou até mesmo em glandulas (Sever e Ryan, 1999). Note
que Sever e Ryan (1999) denominam a drea considerada aqui como JUV como vagina e
por isso descrevem as glandulas como glandulas vaginais. O oviduto, assim como outros
drgaos, pode apresentar um continuum entre as suas diferentes partes, como uma drea
de transicao. As criptas no inicio da vagina de B. pubescens podem ser consideradas como
glandulas em funcdo de seu formato e poderiam ser um eventual sitio de estocagem de
esperma em fung¢dao de sua semelhanca com as glandulas descritas por Sever e Ryan
(1999).

Variag6es podem ocorrer tanto na anatomia das espécies e dos individuos, como
também nos ciclos reprodutivos para Bothrops. Conforme documentado aqui e também
previamente por outros autores, ha variacdo em relacdo a época de ocorréncia de
eventos reprodutivos neste género (Capitulo 7 desta tese). Almeida-Santos e Salomao
(2002) reuniram os dados disponiveis na literatura sobre a reproducdo de Bothrops até
aquele momento e propuseram a hipdtese de que o padrao reprodutivo observado neste
género representaria a retencao de um padrdao ancestral ao longo desta linhagem

filogenética, de forma que as diferencas climdticas entre os ambientes ocupados pelas
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espécies atualmente ndo teriam um papel importante na determinacdo dos eventos
reprodutivos nas espécies deste género. Corte, acasalamento e combate ocorreriam no
outono (de abril a junho); vitelogénese e estocagem de esperma nas fémeas por meio da
contracdo muscular uterina (“UMT - uterine muscular twisting”, cf. Almeida-Santos &
Salom&o, 1997; 2002) durante o outono e inverno (Julho a Setembro); fertilizacdo na
primavera (outubro a dezembro) e, finalmente, o nascimento dos filhotes ocorreria na
estacdo chuvosa, durante o verdo (janeiro a marco) (Almeida-Santos & Saloméao, 2002).
Porém, o ciclo reprodutivo de B. leucurus (Barros, 2011) assim como os ciclos de outras
espécies do grupo B. atrox, como B. asper (Solérzano & Cerdas, 1989), B. moojeni
(Nogueira et al., 2003) e B. atrox (Fitch, 1970; Duellman, 1978; Cunha & Nascimento, 1981;
Oliveira, 2003), apresentam variacdes temporais em alguns eventos reprodutivos (e.g.
vitelogénese secunddria, ovulacdo e/ou época de nascimento dos filhotes) em relacdo ao
que foi proposto por Almeida-Santos & Salomdo (2002) como padrdo para o género
Bothrops. Neste documentamos a existéncia de fémeas de B. mattogrossensis e B.
pauloensis com embrides no oviduto entre os meses de julho e agosto, durante o inverno.
Estas serpentes foram coletadas respectivamente nas regides central e norte do Brasil,
onde em geral ndo hd um inverno rigoroso e altas temperaturas sdo mantidas ao longo
do ano todo, o que torna vidvel a prenhez de um animal ectotérmico nessa época do ano.
Se a presenca do plug gelatinoso for considerada como uma evidéncia de cépula, além
dos relatos de ocorréncia do plug no periodo conhecido para a cdpula (fim do verdo e
outono), também ha relatos para a primavera (entre outubro e dezembro). Novas
observacbes contribuirdo para a composicao dos ciclos das serpentes do grupo B.
neuwiedi. Avancos nos estudos da evolucdo e taxonomia deste grupo também

favorecerdo a andlise adequada dos ciclos reprodutivos de cada espécie, e
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consequentemente na descricdo da variacao intra e interespecifica das taticas
reprodutivas empregadas por estas serpentes. Machado et al. (2014) demonstrou que, da
forma como as espécies sdo reconhecidas hoje (com base em caracteres morfolégicos),
com excecao de B. pubescens que é uma espécie monofilética, todas as espécies desse
grupo sao polifiléticas e que pelo menos trés novas espécies podem ser descritas para
este grupo (Machado et al., 2014). O estudo do ciclo reprodutivo dos machos das

espécies abordadas aqui também é importante para a compreensdo da reprodugao neste

grupo.
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Resumo

Este estudo descreve a variacdo sazonal dos componentes do ciclo reprodutivo de
Bothrops pubescens, uma espécie de serpente peconhenta da regiao sul do Brasil. Os
individuos foram amostrados no estado do Rio Grande do Sul, uma regiao fria, onde o
clima varia de subtropical a subtemperado e temperado. Como animais ectotérmicos,
baixas temperaturas sao fatores limitantes para a atividade das serpentes e por isso
nossa hipdtese inicial era de que o clima frio influenciasse a sazonalidade dos eventos
reprodutivos nos machos de B. pubescens com consequente pico reprodutivo nas
estacdes mais quentes (verdo e primavera). Para compor o ciclo reprodutivo foram
caracterizados, por meio de analises histoldgicas, o ciclo testicular, do segmento sexual
renal e do ducto deferente, incluindo a analise da variacdo sazonal da altura do epitélio e
didmetro dos tubulos tanto dos testiculos, quanto do segmento sexual renal. Para fins de
comparacao, como indicadores macroscépicos do ciclo reprodutivo foram considerados o
tamanho do testiculo e o diametro do ducto deferente na regido caudal. Para testar a
relacdo entre o clima atual e os eventos reprodutivos foram realizados testes de
regressao linear entre trés varidveis climdticas (temperatura maxima, minima e
pluviosidade) e os indicadores microscépicos do testiculo e rim. Os testes estatisticos ndo
demonstraram relacdo entre estas varidveis. Houve variacdo sazonal acentuada dos
parametros reprodutivos, com forte aumento no verao e pico no outono, tanto para a
atividade espermatogénica, quanto para o segmento sexual renal. O pico reprodutivo nao
estd restrito aos periodos mais quentes e ocorre na mesma época que o pico reprodutivo

de outras espécies filogeneticamente préximas, tanto do grupo B. neuwiedi, quanto do
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género Bothrops, o que aponta para uma grande influéncia da inércia filogenética na

determinagao da época de ocorréncia dos eventos reprodutivos neste género.

Introducao

As serpentes do género Bothrops sao amplamente distribuidas por diferentes
ecossistemas na regido neotropical (Campbell & Lamar, 2004) e sdo responsdaveis pela
maioria dos acidentes ofidicos que ocorrem no Brasil (Araujo et al., 2003). Embora o Brasil
seja um pais tropical, classificacdo associada com as altas temperaturas que ocorrem em
grande parte do pais, os estados do sul como o Rio Grande do Sul tém climas mais frios
com estacdes do ano bem definidas e inverno frio (Mendon¢a & Danni-Oliveira, 2007;
Maluf, 2000). Como as serpentes sdo animais ectotérmicos, as condicdes climaticas tem
uma grande influéncia sobre seu metabolismo. Baixas temperaturas sdo fatores

limitantes para a atividade desses animais (Gibbons & Semlitsch, 1987).

Bothrops pubescens é uma serpente peconhenta de tamanho médio comum na
regido sul do Brasil. Apresenta dieta generalista (e.g. roedores e anuros sdo as principais
presas), hdbitos terrestres e vive em dreas florestais e suas adjacéncias, incluindo areas
degradadas préximas a fragmentos florestais (Hartmann et al., 2005). A distribuicdo de B.
pubescens se estende do sul do Brasil até o Uruguai (Campbell & Lamar, 2004). Por ser
uma serpente abundante e responsavel por muitos acidentes ofidicos, trata-se de uma
espécie importante para a salude publica no Estado do Rio Grande do Sul (Bochner &
Struchiner, 2003, Aradjo et al.,, 2003). No futuro, como consequéncia das mudancas
climdticas globais, a distribuicdo das serpentes venenosas pode sofrer mudancas em
funcdo das mudancas nos habitats (Nori et al., 2014). A drea potencial de distribuicdo de

algumas espécies especialistas em habitat pode diminuir se o habitat for reduzido com o
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aumento da temperatura, mas por outro lado, no caso de algumas espécies generalistas,
como B. pubescens, a distribuicdao pode aumentar, caso a espécie se adapte as novas
condi¢bes ambientais. Mudancas no padrao de distribuicdo de B. pubescens podem ter
impacto no sistema de atendimento as vitimas destes acidentes ofidicos. Por isso, é
importante entender bem a biologia das espécies de serpentes venenosas para subsidiar,
futuramente, possiveis medidas de manejo tanto para espécies que sao importantes para

a saude publica, quanto para aquelas que estao ameacadas de extingao.

Dados sobre a histdria natural de B. pubescens estao disponiveis em Hartmann et
al. (2004, 2005). Hartmann et al (2004) descreveram vdrios aspectos da biologia
reprodutiva de B. pubescens. Como em outras espécies de serpentes, existe dimorfismo
sexual em relacdo ao tamanho corporal (as fémeas sdo o maior sexo) e os machos
atingem a maturidade sexual com um tamanho corporal menor do que as fémeas
(Hartmann et al., 2004). Em relacdo ao ciclo reprodutivo das fémeas, a vitelogénese foi
observada ao longo do ano todo, embora embrides sejam observados nos ovidutos
apenas entre Outubro e Marco. Embrides em estagio inicial foram observados entre
Outubro e Dezembro, enquanto embrides em estagios mais avancados de
desenvolvimento foram encontrados entre Janeiro e Marco, o que indica que, em vida
livre, a ovulacdo ocorra na primavera e o nascimento dos filhotes no verdo. Em cativeiro,
também ha relatos de nascimentos para este periodo, o que confirma que o ciclo
reprodutivo das fémeas tem um forte componente sazonal (Hartmann et al., 2004). Por
outro lado, ainda ndo existem dados disponiveis sobre o ciclo reprodutivo dos machos. O
objetivo deste estudo é descrever o ciclo reprodutivo dos machos de B. pubescens
utilizando analises da varia¢ao sazonal dos testiculos, rins e ductos deferentes. Além

disso, procuramos analisar a possivel influéncia de fatores climaticos (padrbes de
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temperatura e pluviosidade) sobre a sazonalidade destes eventos reprodutivos.
Considerando que alguns eventos do ciclo reprodutivo do macho (e.g. espermatogénese)
sao dependentes da temperatura em serpentes (Saint-Girons, 1982), e que o clima do Rio
Grande do Sul tem um forte componente de sazonalidade com periodos frios no inverno,
esperamos que os padrdes climaticos tenham influéncia sobre a sazonalidade dos
eventos reprodutivos dos machos de B. pubescens com consequente concentra¢ao dos

eventos reprodutivos nas estacdes mais quentes do ano (verdo e primavera).

Material e Métodos

Amostragem de individuos

Este estudo é baseado na andlise macroscépica e microscopica do trato urogenital de
machos sexualmente maduros de B. pubescens do Rio Grande do Sul (RS), na regido sul
do Brasil. Foram amostrados 44 machos no total. Os dados foram obtidos a partir da
disseccdo de espécimes preservados na colecao herpetoldgica do “Museu de Ciéncia e
Tecnologia” (MCT) da Pontificia Universidade Catdlica (PUC) no Rio Grande do Sul. Estes
individuos foram coletados neste Estado nos seguintes municipios: Dom Feliciano,
Sobradinho Santana da Boa Vista, Sao Jer6nimo, Novo Cabrais Encruzilhada do Sul,
Guaiba, Cachoeira do Sul, Viamao, Cerro Branco, Porto Alegre, Eldorado do Sul, Bardo do
Triunfo, Sertdao Santana e Paraiso do Sul, localizados nos biomas Pampas e Mata
Atlantica. Serpentes que foram mantidas em cativeiro ndo foram incluidas na

amostragem.
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Caracterizacdo do climalocal

No Estado do Rio Grande do Sul o clima é caracteristico de dreas mais frias e pode ser
classificado em trés tipos: subtropical, subtemperado e temperado (Maluf, 2000). O
padrdo climatico da regido amostrada foi caracterizado utilizando o programa DIVA-GIS e
a base de dados WordClim (clima atual, dados coletados no periodo de 1950 a 2000,
versdo 1.3, resolucdo 10 minutos). Para cada municipio em que houve amostragem de
individuos para coleta de tecidos para andlises histoldgicas, foram considerados os dados
referentes as médias das temperaturas maxima, minima e pluviosidade (Apéndice 1). Para
facilitar a visualizagdo do padrao climatico da regido, foram elaborados climatogramas

com a base de dados do Wordclim (Apéndice 2).

Coleta e andlise de dados reprodutivos

Apds a disseccdo e analise macroscdpica do trato urogenital de cada individuo, foram
registradas duas varidveis macroscdpicas: o comprimento do testiculo direito e a largura
da porcao distal do ducto deferente direito préximo a regido da cloaca. O tamanho
(comprimento) do testiculo foi utilizado como parémetro indicador da atividade
espermatogénica (Volsge, 1944) e a variacdo do diametro do ducto deferente foi utilizada
como indicador de estocagem de esperma no ducto deferente (Almeida-Santos et al.,
2006). Para as andlises microscdpicas, foram coletados fragmentos do testiculo, da
porcao anterior do rim e da porcdo distal do ducto deferente. Estes drgaos foram
preservados em alcool 70% e processados para histologia pelo método de parafina. Foram
feitos cortes de 5 um de espessura para coloracdo com hematoxilina e eosina (H/E).
Foram coletadas amostras dos drgaos reprodutivos para andlise histoldgica de 40

individuos. A anadlise das laminas histoldgicas demonstrou que alguns tecidos ja estavam



44

em processo de autdlise e por esta razao, cinco amostras foram descartadas da andlise e
apenas as amostras com boa qualidade foram consideradas para tomada das medidas

microscopicas descritas a seguir.

Para analisar a variacdo sazonal microscépica dos testiculos e rins, foram consideradas as
mudangas estruturais e morfoldgicas nestes 6rgaos. As mudangas estruturais nos
testiculos e rins foram avaliadas pelas seguintes medidas: diametro dos tubulos
seminiferos e altura do epitélio seminifero, para o testiculo; diametro do SSR e altura do
epitélio do SSR, para os rins. Para cada individuo foram obtidas imagens utilizando o
Programa Olympus Pro Express. A partir destas imagens, foram obtidas dez medidas de
cada uma destas varidveis microscdpicas utilizando o programa Image J. Foram realizadas
medidas somente de tubulos com formato circular tanto para o testiculo, quanto para o

SSR.

Para definir os estagios da espermatogénese em B. pubescens seguimos uma adaptagao
de Goldberg & Parker (1975) e Rojas et al. (2013), considerando a regressdo completa
como estagio |, o inicio da recrudescéncia como estagio I, o final da recrudescéncia como
estagio Ill, o inicio da espermiogénese como estagio 1V, a espermiogénese como estagio
V, e o inicio da regressao como estagio VI. Para o SSR, foi realizada uma comparacdo
visual em relacao as mudancas sazonais na densidade dos granulos seguindo uma escala
de 0 a 4, conforme descrito em Krohmer et al. (2004) e Rojas et al. (2013): 0 = hipertrofia
ausente, 1 = hipertrofia com poucos granulos, 2 = hipertrofia com granulos evidentes
espalhados pelo citoplasma de todas as células epiteliais, 3 = granulos secretores visiveis
na regiao apical do citoplasma, 4 = densidade maxima de granulos secretores no

citoplasma.
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Analises estatisticas

Sazonalidade das variaveis macroscdpicas e microscopicas

Para avaliar a existéncia de relacao alométrica entre o comprimento do testiculo e o CRC
dos machos de B. pubescens foi realizada uma regressdo linear. Como ha relacdo entre
essas varidveis, foi realizada uma andlise de covariancia (teste ANCOVA), utilizando o CRC
como co-varidvel para verificar se hd diferenca no comprimento do testiculo entre as

estacGes do ano (primavera, verdo, outono, inverno).

A variacdo sazonal da largura do ducto deferente foi verificada pelo teste ANOVA, uma
vez que 0 aumento na largura se da pela estocagem de maior ou menor quantidade de

esperma no ducto e ndo por uma relagao alométrica.

As variagOes sazonais em relacao ao diametro dos tubulos seminiferos, altura do epitélio
seminifero, diametro do SSR e altura do epitélio no SSR, foram testadas por ANOVA. As

diferencas entre as estacdes foram analisadas pelo teste post-hoc de Tukey.

Teste da relagdo entre as condi¢oes climaticas atuais e o estagio reprodutivo

Testes de regressao linear foram utilizados para verificar se ha relagdo entre trés varidveis
climaticas (temperatura maxima, temperatura minima e pluviosidade) e quatro
indicadores microscépicos do estagio reprodutivo nos machos, considerando tanto
varidveis relacionadas ao testiculo (diametro dos tibulos seminiferos e altura do epitélio
seminifero), quanto ao rim (didametro do SSR e altura do epitélio do SSR). Os dados
climaticos foram considerados como varidvel independente e os dados reprodutivos
como varidvel dependente. Com estes testes estatisticos pretendemos investigar se o

aumento na variavel reprodutiva ocorre de acordo com o aumento da variavel climatica.
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Foram realizados testes considerando tanto a média quanto a maior medida de cada
varidvel reprodutiva obtida em cada individuo analisado. Em relacdo as varidveis
climdticas, foram utilizados os dados referentes ao més de coleta de cada individuo. Por
exemplo, para avaliar se existe relacdo entre o diametro do tdbulo seminifero de um
macho coletado em agosto, foi utilizada a média das temperaturas maximas registradas

entre 1950 e 2000 para o més de agosto.

Resultados

Ciclo testicular

O comprimento dos testiculos é positivamente correlacionado com o CRC (F =
12,4182; p = 0,0014), porém ndo apresenta variacdo sazonal (ANCOVA, F = 0,86132; p =

0,46926) (Fig. 1).
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Figura 1: Variacdo sazonal do comprimento relativo do testiculo em Bothrops pubescens.

Analises histolégicas demonstram que o pico da espermatogénese ocorre entre o
verdo e o outono (Fig. 2). Durante o verdo foram observados individuos com o testiculo

ativo em diferentes fases da espermatogénese (Tabela 1), inclusive no final da
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espermiogénese com a presenca de espermatozoides maduros no limen dos tubulos

seminiferos (Fig. 2A).

No outono, os testiculos atingem um pico de producdo espermdtica (Fig. 2B,
Tabela 1), conforme demonstrado tanto pelo aumento significativo do diametro dos
tubulos seminiferos, quanto pela altura do epitélio seminifero em relacdo a outras
estacoes do ano (Figs. 3A, B). Em relacdo a variacdo sazonal do diametro dos tubulos
seminiferos (F= 8,5587, p< 0,0001) e da altura do epitélio seminifero (F= 43,6799, p<
0,0001), estes parametros apresentaram valores maiores no verdo e outono em
comparacdo com a primavera e o inverno (p < 0,05). Ndo houve diferencas significativas

entre a primavera e inverno, e entre o verdo e outono (p > 0,05) (Fig. 3A).

Durante o inverno, ocorre uma diminuicao da atividade testicular observada pela
diminuicdo do didametro dos tubulos e regressdo do epitélio seminifero (Tabela 1, Fig. 2
C,D, Fig. 3 A,B). Importante ressaltar que houve variabilidade em relacdo ao estdgio
espermatogénico de cada individuo dentro das estacSes (Tabela 1). Durante a
primavera, quando ocorre o inicio da recrudescéncia (Tabela 1), ha variabilidade na
populacdo em relacao ao nivel de atividade do testiculo, que pode apresentar niveis
mais baixos (Fig. 2D) ou ainda se encontrar em estagio inicial de regressdo com epitélio

mais alto.
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Figura 2: Fotomicrografias do testiculo de Bothrops pubescens mostrando a variacao
sazonal no ciclo testicular. A. Espermiogénese no verdo. B. Pico da espermatogénese no
outono. C. Epitélio seminifero mais baixo durante o inverno. D. Inicio da recrudescéncia
na primavera. Eg : espermatogonia, Ep: espermatdcito, Ed: espermatide, L: limen, TS:

tubulos seminiferos, * : espermatozdides.
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Figura 3: Variagdao sazonal dos parametros microscopicos do testiculo e rim em

Bothrops pubescens. A. Diametro do tubulo seminifero dos testiculos. B. Altura do

epitélio seminifero dos testiculos. C. Diametro do segmento sexual renal (SSR). D.

Altura do epitélio do SSR.

Tabela 1. Estagios do ciclo espermatogénico de Bothrops pubescens

Estagios Estacoes

| Regressao completa: somente espermatogbniase  Ndo observado
células de Sertoli

] Inicio da recrudescéncia: divisdo das Inverno - Primavera
espermatogobnias e espermatdcitos primarios

1 Final da recrudescéncia: espermatdcitos e Verao
espermatides

v Inicio da espermiogénese: espermatides em Verdo - Outono
metamorfose

\' Espermiogénese: espermatozdides maduros no Verao - Outono
ldmen

\ Inicio da regressao: diminui¢do do epitélio Outono - Inverno-

seminifero com espermatozdides remanescentes
no limen

Primavera
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Ciclo do ducto deferente

O diametro da regido distal do ducto deferente ndo apresentou diferenca entre as
estacdes (F= 0,2957, p = 0,8299). Ductos enovelados, que indicam estocagem de
esperma (cf. Almeida-Santos et al., 2006), e ndo enovelados foram observados ao longo
de todo ano. Ductos enovelados sao maiores que aqueles que nao estao enovelados em
B. pubescens (Fig. 4). Microscopicamente, a regido distal da maioria dos ductos
deferentes apresenta epitélio pseudoestratificado baixo com a presenca de
espermatozoides no Iimen (Fig. 5A), tanto na condicdo macroscépica de enovelamento
como quando o ducto estda com aspecto liso, sem nenhum sinal de enovelamento.
Ductos com epitélio alto e com formacdo de criptas (Fig. 5B) foram observados em 7
machos, a grande maioria no periodo do verdo (2 em fevereiro e 2 em mar¢o), mas
também no outono (um em abril e um em junho) e na primavera (um em novembro).
Ductos enovelados e ndo enovelados apresentaram esta conformacao microscépica.
Um individuo coletado em fevereiro apresentava a formacao destas criptas mesmo com

o ducto deferente vazio, sem nenhum espermatozoide.
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Fig. 4: Variacdo sazonal do diametro do ducto deferente em Bothrops pubescens. Os

circulos pretos representam ductos deferentes que estdo enovelados e os circulos

brancos representam ductos que ndo estao enovelados.

Fig. 5: Diferentes aspectos do epitélio da regido distal do ducto deferente em Bothrops
pubescens. As setas apontam para o epitélio e o0s asteriscos indicam os

espermatozdides. A. Epitélio baixo. B. Epitélio alto com formacao de criptas.
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Ciclo do segmento sexual renal

Embora a hipertrofia do SSR possa ser identificada no rim de todos os machos de
B. pubescens, a intensidade desta hipertrofia apresentou um componente sazonal, que
fica evidente tanto na variacdo do didametro dos tubulos (F= 46.7715, p< 0,0001) e na
altura do epitélio do SSR (F= 33,0122, p< 0,0001) (Fig. 3 C,D), quanto na variacdo da
densidade de granulos sexuais no epitélio do SSR (Tabela 2, Fig. 6). Ambos os
parametros mostram a existéncia de um aumento de atividade do SSR durante o verao
e outono, com diminuicdo durante a primavera e inverno (Fig. 3C, D, Tabela 2, Fig. 6).
Em relagdo a variagdao sazonal do diametro dos tubulos do SSK e da altura do epitélio do
SSK, estes parametros foram maiores no outono do que em todas as outras estacdes
(p< 0,01). Estas varidveis também apresentaram valores significativamente maiores
durante o verdo em comparacdo com o inverno e primavera (p< 0,01). Ndo houve
diferenca apenas entre a primavera e o inverno. Os picos de atividade testicular e do

SSR estdo associados (Fig. 3).

Tabela 2. Densidade dos granulos sexuais no epitélio do segmento sexual renal (SSR) em
Bothrops pubescens

Escala Diferencas visuais categorizadas Estacoes

0 Sem hipertrofia Ndo observado

1 Hipertrofia com poucos granulos Inverno — Primavera

2 Hipertrofia com granulos evidentes espalhados Primavera — Verao
pelo citoplasma

3 Granulos secretores visiveis na regido apical do Outono
citoplasma

4 Densidade maxima de granulos secretores no Verao — Outono

citoplasma




53

Figura 6: Ciclo do segmento sexual renal em Bothrops pubescens. A. B. Hipertrofia com
poucos granulos (estagio 1). C.D. Hipertrofia com granulos evidentes espalhados pelo
citoplasma (estagio 2) E.F. Granulos secretores visiveis na regido apical do citoplasma
(estagio 3) G.H. Densidade maxima de granulos secretores no citoplasma (estagio 4).
SSR: segmento sexual renal, Gr: granulos sexuais, Gr(A) granulos sexuais na regido apical

do SSR, Gr(L) granulos sexuais no limen dos tibulos do SSR, L: [imen.
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Ndo houve associacao significativa entre os dados climaticos (Apéndice 1) e nenhum dos

parametros reprodutivos analisados (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados dos testes estatisticos de regressao linear entre as varidveis reprodutivas e

os dados climaticos referentes ao municipio de procedéncia e més de coleta de cada espécime.

Varidveis reprodutivas

X

Dados climaticos

Variavel dependente: média de cada

Regressao Linear

variavel reprodutiva por individuo

Regressao Linear

Variavel dependente: maior medida
de cada variavel reprodutiva por

individuo

F

RZ

p

F

RZ

P

OrCoO —=uvm-

Diametro dos
tubulos seminiferos
x Temp. minima

0,7684

-0,0123

0,6038

0,2728

-0,0398

0,6133

Diametro dos
tubulos seminiferos
x Temp. maxima

0,3994

-0,0326

0,5418

0,0623

-0,0519

0,8007

Diametro dos
tubulos seminiferos
X Pluviosidade

0,0971

-0,0499

0,7565

0,0035

-0,0554

0,9522

Altura do epitélio
seminifero x Temp.
minima

1,0325

0,0017

0,3244

1,0056

0,0003

0,3308

Altura do epitélio
seminifero x Temp.
maxima

0,1608

-0,0462

0,6949

0,2019

-0,0438

0,6622

Altura do epitélio
seminifero x
Pluviosidade

0,0037

-0,0553

0,9508

0,0006

-0,0555

0,9788

(7]

Diametro dos
tubulos SSR x Temp.
minima

0,0563

-0,0523

0,8098

0,0044

-0,0553

0,9461

Diametro dos
tubulos SSR x Temp.
maxima

0,0318

-0,0537

0,8545

0,2603

-0,0405

0,6214

Diametro dos
tubulos SSR x
Pluviosidade

1,9142

0,0459

0,1807

2,9593

0,0935

0,0993

Altura do epitélio do
SSR x Temp. minima

0,0205

-0,0544

0,8825

0,1913

-0,0445

0,6702

Altura do epitélio do
SSR x Temp. maxima

0,0325

-0,0537

0,8529

0,0259

-0,0540

0,8682

Altura do epitélio do
SSR x Pluviosidade

0,2901

-0,0388

0,6025

0,0934

-0,0501

0,7607
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Discussao

Os dados contrariam parcialmente a hipdtese de que poderia existir uma
associacdo entre o periodo de pico de producdo de esperma nos testiculos e a hipertrofia
do SSR e as esta¢6es mais quentes do ano (verdo e primavera). Por influéncia do clima
frio do Rio Grande do Sul seria esperada uma diminuicdo da atividade reprodutiva durante
as estacoes mais frias (outono e inverno). Embora o testiculo e o SSR realmente estejam
ativos durante o verdo, o pico de atividade ocorre durante o outono. Padrao semelhante
foi observado para o ciclo reprodutivo dos machos de outras espécies do grupo B.
neuwiedi distribuidas por diferentes biomas, e consequentemente expostas a diferentes
condi¢cbes ambientais (obs. pess.). Espermatogénese durante o verdo e outono também
jda foi descrita para outras espécies de serpentes da Familia Viperidae da regido
neotropical como Bothrops leucurus (Barros et al., 2014) e Crotalus durissus do Nordeste
do Brasil (Barros et al., 2012). Este padrdo aponta para uma forte influéncia do
conservatismo filogenético sobre a determinacdo da época de ocorréncia dos eventos
reprodutivos nos machos desta linhagem. Por outro lado, ha também indicios de que as
condi¢cdes ambientais possam ter influéncia sobre o ciclo reprodutivo dos machos de
serpentes, ja que para as populacbes de Crotalus durissus e Bothrops jararaca de regides
com maior sazonalidade climatica e clima mais frio (regido sudeste do Brasil) a
espermatogénese ocorre durante a primavera e verdo (Salomao e Almeida-Santos, 2002,

Barros et al., 2012, Almeida-Santos, 2005).

O ciclo reprodutivo dos machos de B. pubescens é sazonal, com concentracdo da
producdo espermadtica nos testiculos ocorrendo em sincronia com a hipertrofia do SSR

durante o verao e outono, com um forte pico no outono. O pico de hipertrofia do SSR
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estd associado a época de acasalamento em espécies de répteis Squamata (Bishop, 1959,
Fox, 1977, Schuet et al., 2002, Aldridge et al., 2011, Rojas et al., 2013), o que indica que em
vida livre o acasalamento em B. pubescens deva ocorrer entre o verdo e outono, como em
outras espécies de Bothrops (Almeida-Santos e Salomao, 2002, esta tese) caracterizando
assim um ciclo do tipo associado (Saint-Girons, 1982). Observac6es de corte em vida livre
ocorreram durante o més de mar¢o (final do verdo/ inicio do outono), porém a cépula foi
observada somente em cativeiro durante o inverno (Julho e Agosto) (Hartmann et al,,
2004). O controle do ambiente externo em condicdes de cativeiro (manipulacdo da
temperatura, umidade e oferta abundante de alimento) pode interferir na época natural

de ocorréncia dos eventos reprodutivos.

Andlises estatisticas demonstraram que o pico reprodutivo nao estd relacionado
com a temperatura e pluviosidade para os machos de B. pubescens. Essa associacao dos
picos reprodutivos com os picos de temperatura ou pluviosidade ja foi relatada para
serpentes de regi6es temperadas (Aldridge et al., 1975, Schuett et al 2013) e poderia ser
esperada em B. pubescens em funcao do clima frio e sazonal no RS. De qualquer forma,
podemos afirmar que esta hipdtese foi parcialmente comprovada pelos picos detectados
na atividade testicular e do SSR durante o verdo. A primavera, embora também seja uma
estacdo mais quente, foi uma época em que houve queda na atividade testicular e
também do SSR. A amostragem de um grande nimero de individuos permitiu identificar
que dentro de uma mesma estacao, diferentes individuos da populagao podem
apresentar testiculos em diferentes estagios do ciclo espermatogénico em B. pubescens,
o que reforca a importancia das andlises microscépicas para a interpretacao correta do
ciclo reprodutivo dos machos de serpentes (Mathies, 2011, Rojas et al., 2013, Barros et al.,

2014). O tamanho do testiculo ndo variou entre as estacdes, o que é um indicativo



57

incorreto de que a espermatogénese seja continua durante o ano para o caso desta
espécie que apresenta periodos de diminuicao de atividade testicular, embora a

regressao total do epitélio seminifero ndo tenha sido observada.

Embora haja certa variacdo, a ocorréncia dos picos de atividade tanto no testiculo
quanto no rim é fortemente sazonal, o que nos permite classificar o ciclo a nivel
populacional como sazonal semi sincrénico (cf. Mathies, 2011) com um pico de atividade
durante o verdo e outono. De acordo com o nivel individual desta classificacdo de Mathies
(2011), o ciclo pode ser classificado como ciclico continuo em relacdo ao testiculo e o SSR,
pois embora haja um forte pico durante o verdo e outono, certo nivel de atividade é
mantido durante a primavera e o inverno, porém com grande variacao do nivel da
atividade testicular entre os individuos. A maior parte dos estudos que inclui dados sobre
a reproducao dos machos de serpentes da regido neotropical ndao utiliza dados
histolégicos para caracterizar o ciclo testicular e tampouco considera o ciclo do SSR
(Mathies, 2011). O primeiro estudo com uma espécie de serpente da regido neotropical
que procurou compreender a interacao dos ciclos do testiculo, rim e ducto deferente
baseado em analises histoldgicas utilizou, como modelo uma espécie da Familia
Colubridae, Sibynomorphus mikanii (Rojas et al., 2013). Estes individuos de S. mikanii
foram amostrados em uma regido de clima tropical na regido sudeste do Brasil (Rojas et
al., 2013), mas apesar do tipo de clima diferente e de ndo serem espécies tdo préximas
filogeneticamente (S. mikanii e B. pubescens pertencem as Familias Colubridae e
Viperidae, respectivamente), B. pubescens e S. mikanii apresentaram o mesmo padrao de
ciclo reprodutivo a nivel populacional (sazonal semi-sincrénico com pico no verdo e
outono) e individual (continuo ciclico). J& para B. leucurus, do grupo B. atrox, e B.

erythromelas, uma espécie do grupo B. neuwiedi, filogeneticamente préxima de B.
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pubescens, o ciclo reprodutivo dos machos teve exatamente a mesma classificagao que se
aplica a B. pubescens a nivel populacional (sazonal semi-sincronico) e diferente a nivel
individual, uma vez que estas serpentes possuem ciclos do tipo ciclico descontinuo a nivel
individual (Barros et al., 2014a,b). Por outro lado, o periodo do pico de atividade do
testiculo e SSR diferiu entre as duas espécies, uma vez que foi identificado um pico na
atividade do testiculo e SSR durante a primavera e verdo para B. erythromelas (Barros et
al., 2014). No entanto, como foi possivel amostrar poucos individuos para analise
histoldgica neste estudo com B. erythromelas (Barros et al., 2014), novos dados talvez
possam revelar novos padrdes reprodutivos para esta espécie. Outras espécies do grupo
B. neuwiedi, incluindo B. neuwiedi, B. pauloensis, B. mattogrrossensis e B. marmoratus
apresentam atividade testicular concentrada durante o verdao e outono, parecendo ser
este o padrdo para este grupo de espécies (obs. pess.). Em relacdo ao ciclo do SSR, B.
pubescens, B. marmoratus e B. neuwiedi apresentaram um claro pico de hipertrofia neste
mesmo periodo compreendido entre o verdao e o outono, enquanto os dados ndo
indicaram claramente um pico na hipertrofia do SSK para B. mattogrossensis e B.

pauloensis (obs. pess.).

Em relacdo ao ciclo do ducto deferente, foi observado esperma estocado na
porcao distal deste 6rgdo durante todo ano. Para este parametro, os indicadores
macroscépicos (enovelamento e largura do ducto deferente) funcionaram bem por
indicarem a presenca de esperma nos ductos em todas as estacbes, conforme
comprovado pelas andlises histoldgicas. A presenca de epitélio mais alto e com formagao
de criptas tem sido denominada como ampulla ductus deferentis (Sever, 2004, Akbarsha
et al.,, 2005, Siegel et al., 2009) e desde entdo alguns trabalhos tem relatado a presenca

desta ampulla no ducto deferente de serpentes tanto da regido temperada (veja revisdo



59

em Trauth e Sever, 2011), quanto da regido neotropical (Rojas et al., 2013, Barros et al.,
2014 a,b). No entanto, a observacdo desta conformacdo no ducto deferente dos machos
de serpentes da regidao neotropical pode ter cardter sazonal, uma vez que esta ampulla
nao é observada na por¢ao distal do ducto deferente de todos individuos amostrados por
espécie (Rojas et al., 2013, Barros et al., 2014 a,b), como também observamos para B.

pubescens.

Dentre os répteis da linhagem Squamata, a ampulla ductus deferentis pode diferir em
estrutura e funcdo (Akbarsha et al., 2005). Uma vez que observamos individuos de B.
pubescens que apresentavam a conformacgdao de ampulla no ducto deferente totalmente
vazio, sem a presenca de esperma, indicamos a necessidade de desenvolver estudos
utilizando técnicas de microscopia eletronica para entender se esta conformacao do
ducto conhecida como ampulla poderia ter alguma funcao relacionada a reabsorcao de
esperma. Em B. cotiara, ndo somente o ducto deferente pode funcionar como érgao de
estocagem de esperma: enquanto o ducto deferente funciona como um sitio de
estocagem de esperma de longo prazo, o epididimo funciona como um sitio de
estocagem de esperma de curto prazo, apresentando hipertrofia logo apds o pico de
producdo espermadtica nos tubulos seminiferos (Capitulo 4). Esta condicdo do epididimo
parece ser bastante transitdria e por isso de dificil observacao (Capitulo 4), fato pelo qual
podemos ndo ter observado a hipertrofia epididimal em nenhum individuo amostrado

neste estudo.

Um macho de B. pubescens com condi¢des anatdémicas do trato reprodutivo normais
apresentou a presenca de espermatozoides no SSR, o que nos leva a uma série de

questdes sobre as fun¢des da secre¢ao do SSR na estocagem de esperma nos machos e
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até mesmo na possibilidade do SSR ser um novo sitio de estocagem de esperma em
serpentes (Capitulo 3). Desta forma, concluimos que o ciclo reprodutivo dos machos de B.
pubescens apresenta grande plasticidade em relacdo ao esperado para uma “serpente de
clima temperado”. Esta plasticidade pode ser uma caracteristica desta serpente
generalista e pode ter influéncia sobre o alto sucesso reprodutivo desta espécie, que é
uma das mais abundantes em comunidades de serpentes nos ecossistemas do sul do
Brasil (Outeiral, 2005). Os dados apresentados aqui e no Capitulo 1 desta tese indicam que
novos detalhes importantes sobre a reproducao de serpentes podem ser descobertos
com a amostragem de novos individuos de B. pubescens e o uso de outras técnicas de

microscopia em estudos futuros.
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Apéndice 1. Relagdo dos individuos amostrados para andlise histoldgica do trato reprodutor masculino por

municipio e respectivos dados climdticos referentes a média de cada parametro no més de coleta do
animal. Os dados climaticos foram obtidos a partir da base de dados Wordclim com o auxilio do

programaDIVA-GIS.

Espécime Procedéncia Temperatura Temperatura
(Municipio) Maés de coleta minima maxima Pluviosidade
PUC 7418 Paraiso do Sul,
RS 08/09/1995 12,2 22,9 136
PUC 8978 Porto Alegre,
RS 04/09/1997 13,2 23,1 137
PUC 13881 Dom Feliciano,
RS 30/07/2001 9,2 17,8 133
PUC 9038 Eldorado do
Sul, RS 04/1997 14,1 22,9 101
PUC 10592 Viam3o, RS 21/05/1998 11,7 20,4 112
PUC 13850 Dom Feliciano,
RS 05/05/1998 9,9 18 108
PUC 13851 Dom Feliciano,
RS 28/03/2001 15,3 24,1 130
PUC 16120 Sdo Jerébnimo,
RS 01/04/2005 14,1 22,9 101
PUC 18135 Viam3o, RS 10/04/2007 14,3 23,4 108
PUC 13852 Dom Feliciano,
RS 01/05/2002 9,9 18 108
PUC 9095 Santana da Boa
Vista, RS 30/09/1997 11,8 21,5 135
PUC 11409 Viaméo, RS 20/12/1999 17,2 26,8 110
PUC 13849 Dom Feliciano,
RS 12/11/2001 15,6 26,5 110
PUC 13882 Dom Feliciano,
RS 29/11/1996 15,6 26,5 110
PUC 8957 Encruzilhada
do Sul, RS 12/96 15,1 24,8 107
PUC 17730 Sdo Jerébnimo,
RS 15/11/2005 17,7 28,6 108
PUC 3246 Bardo do
triunfo, RS 01/01/1989 19,4 29,2 128
PUC 7417 Cachoeira do
Sul, RS 04/03/1996 16,3 25,9 143
PUC 9082 Guaiba, RS 27/02/1997 19,3 28,4 120
PUC 11446 Viaméo, RS 08/01/2000 19,7 29,3 118
PUC 13854 Dom Feliciano,
RS 06/03/2001 15,3 24,1 130
PUC 14185 Dom Feliciano,
RS 11/01/2001 18,1 28,1 124
PUC 14188 Dom Feliciano,
RS 11/01/2001 18,1 28,1 124
PUC 13867 Dom Feliciano,
RS 05/02/2001 17,5 26,8 135
PUC 9089 Viaméo, RS 17/03/1997 17,6 26,6 118
PUC 13879 Dom Feliciano,
RS 20/01/2001 18,1 28,1 124




Apéndice 2. Climatogramas de municipios amostrados.
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Capitulo 3

First observation of sperm in the sexual segment of the

Kidney of a snake

Manuscrito submetido para o periédico Herpetological Review
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The development of the male reproductive system is associated with the kidneys and
urinary ducts in basal vertebrates. Sperm pass through the kidneys in lungfishes and
some ducts transport both urine and sperm in some lineages of fish and amphibians
(Sadleir 1973). The evolution of separate ducts to transport sperm and urine may be
linked to the toxicity of concentrated urine to sperm. The passage of spermatozoa and
urine to the exterior always occurs through separate ducts in more derived groups of
vertebrates (reptiles, birds and mammals) (Sadleir 1973).

In vertebrates, a reproductive function in the kidneys may have evolved independently
three times: in a group of fishes, Urodela amphibians and squamate reptiles (Aldridge et
al. 2011). Snakes, lizards and amphisbaenians have a specialized portion of the nephron
which depends on testosterone levels to become hypertrophied and secretory: the
sexual segment of the kidney (SSK). Many functions have been proposed for SSK
secretions including sperm nutrition and activation, lubrification during copulation, and
formation of a gelatinuous copulatory plug that males deposit in females vagina during
copulation (Bishop 1959; Fox 1977; Aldridge et al. 2011). Regaud and Policard (1903) were
the first to propose a reproductive function for the SSK and they also suggested that SSK
secretions become mixed with urine and sperm in the cloaca. Volsge (1944) proposed
that if sperm is mixed to SSK secretions in the male reproductive tract, then it would
occur in the ampulla of the ureter and not in the cloaca because the ductus deferens
unites the ureter before opening into the cloaca. Here, we present the first report of
sperm in the SSK of a snake species and discuss some questions associated to this
unexpected observation.

After dissection and macroscopic evaluation of the male urogenital tract (testes, ductus

deferens, kidneys and ureters), we conducted histological analysis of 46 males of
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Bothrops pubescens (Serpentes, Viperidae) for a broader study about reproduction of this
snake species (V. A. Barros, unpublished data). Bothrops pubescens is a pitviper that
inhabits deciduous forests of southern Brazil and Uruguay. Here, we report the discovery
of sperm in the urinary tract of a male B. pubescens (MCT 16124). This specimen is held in
the zoological collection “Museu de Ciéncia e Tecnologia” (MCT) of Pontificia
Universidade Catdlica (PUC) in Rio Grande do Sul State (RS). It was collected in June, 10",
2005 (autumn season) at Sdo Jerdnimo city (29°57’ 32 S, 51° 43’ 19” W), RS, Brazil.

We also recorded data about the snake size (snout vent length - SVL) and sexual maturity
using the presence of sperm in the ductus deferens or testes as a criterion to consider the
individual as sexually mature. The kidneys were preserved in 70% alcohol and processed
for light microscopy by the paraffin method. Sections taken at 5 um were stained with
hematoxylin and eosin (H/E). Images of the slides were obtained via Image-Pro Express
Olympus Program.

No signs of abnormalities were detected in the macroscopic examination of the
urogenital tract of the male B. pubescens (MCT 16124). This male was sexually mature
(presence of sperm in the ductus deferens) and it measured 63 cm SVL. The kidneys
showed normal conditions of nephron regions, including the Bowman’s capsule, proximal
convoluted tubules, distal convoluted tubules (SSK) and the collecting ducts (Fig. 1A). The
epithelium of the SSK consisted of high and narrow cells presenting well-defined
boundaries (Fig. 1B). The nucleus lied near the base of these cells and the cytoplasm was
filled with eosinophilic secretion granules, showing that the SSK was hypertrophied and
at the secretory stage at this season (autumn) (Fig. 1B, C). The lumen of the SSK was
visible and it was partially filled with some secretion from the cells and an uncommon

presence of sperm (Fig. 1B, C). Histological sections of the ureter also showed the
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presence of sperm in the lumen (Fig. 1D). The ductus deferens wall was intact and

completely separated from the ureter. (Fig. 1D). Sperm involved in a mass was present in

the lumen of the ductus deferens (Fig. 1D).

Fig. 1. Presence of sperm in the kidneys (SSK), ureter and ductus deferens of B.
pubescens. A. Overview of the cranial portion of the kidney, showing some regions of the
nephron (normal condition). B. Presence of sperm in the tubules of the SSK. C. Higher
maghnification of spermatozoa in the lumen of SSK tubules (full of granules). D. Presence
of sperm in the lumen of the ureter and ductus deferens. Bc: Bowman's capsule,

Pct: proximal convoluted tubule, Cd: collecting duct, SSK: sexual segment of the kidney,
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U: ureter, S: sperm, Bv: blood vessels, dd: ductus deferens, gr: secretory granules, n:

nucleus, K: kidney, dd (w): ductus deferens (wall).

The discovery of sperm inside the kidneys, especially in the SSK, challenges us to think
about many questions about reproduction including physiology of sperm and sperm
storage in snakes. This male was sampled during autumn, simultaneously to peak
spermatogenesis (Barros et al. unpublished data) and mating season (Almeida-Santos and
Salomao 2002). Thus, abundant sperm would be exiting the ductus deferens at that time.
The presence of sperm was observed in the ampulla ureter of viperids (Volsge 1944;
Trauth and Sever 2011; Siegel et al. 2011). The ampulla ureter is located at the distal
portion of the ureter, it is larger than the ureter and it communicates the ductus deferens
and the ureter to the urodaeum, which is the part of the cloaca into which the ureters
and the genital ducts empty (Volsge 1944; Trauth and Sever 2011; Siegel et al. 2011). One
possibility is that sperm in the ampulla ureter ascended the ureter in this male of B.
pubescens. However, if urine is toxic to sperm, and the ureter transports urine, how
would sperm survive to ascend the ureter and reach the SSK? The SSK passes secretions
into the ureter (Trauth and Sever 2011), thus it is possible that the presence of these
secretions in the ureter provided the physiological conditions for sperm to ascend the
ureter and reach the kidneys.

Considering that SSK secretions are a source of energy for spermatozoa while sperm
storage occurs in the female reproductive tract (Bishop 1959), would the SSK be a new
sperm storage site or even a nourishment site for sperm in male snakes? Why did sperm
move into the SSK? Would it be attracted to the tubules by SSK secretions? Also, SSK

secretions are responsible for the formation of the mating plug in snakes, a reproductive
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tactic recently discovered for Bothrops species (Almeida-Santos and Kasperoviczus
unpublished data, Barros et al. in press). Thus, the discovery of sperm in the SSK makes us
to question if the mating plug would also house sperm and function as a spermatophore
as previously reported for another snake species, Thaminophis sirtalis (Friesen et al.
2013).  Considering that the discovery of sperm in the SSK of this male allow us to
hypothesize that the SSK may be a sperm storage site, would this phenomenon not occur
in all individuals of the species and thus represent an expression of an alternative
reproductive tactic? Variation on reproductive traits among conspecific individuals has
been documented in several taxa (Gross 1996). The alternative solutions that conspecific
individuals apply to achieve fertilization and successful reproduction are considered as
alternative reproductive tactics (ART) (Taborsky et al. 2008).

Although ART usually involves behavioral traits, morphological traits may also be
considered in the context of ART like the male genitalia that may be present or absent in
snails (Doums et al. 1998; Taborsky et al. 2008). Species that show high reproductive
investments may show size variation between individuals pursuing different reproductive
tactics (Taborsky and Brockmann 2010). Size of sexually mature males of B. pubescens is
highly variable (38 to 83 cm SVL) (Hartmann et al. 2004) and male-male combat behavior
occurs in some Bothrops species (Almeida-Santos and Salomdo 2002). Although male-
male combat has never been reported for B. pubescens, interactions between males at
time of mating described (agonistic behavior between two males followed by female
courtship) have been observed for B. pauloensis, a related species of B. neuwiedi group
(Silva et al. 2013). Some information on the reproductive biology of B. pubescens is
available (Hartmann et al. 2004), however data presented herein shows that further

studies are needed. Future studies on the reproduction of male B. pubescens should
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address on the reproductive behavior of this species during the mating season, aiming to
look for intraspecific differences among male strategies considering different classes of
male size. A correlation between the presence of sperm or not in the SSK and differences
in the reproductive success of individuals applying different tactics of sperm storage or
nutrition (passage of sperm or not through the SSK) should also be investigated
considering if these different tactics would represent differences in the fitness of
individuals. Finally, it would be very interesting if these studies included an investigation
of the endocrine mechanisms that may be influencing behavioral and morphological
variation (Knapp 2004). However, because this phenomenon was observed in only one

individual, we must also consider that this may represent only an exception.
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ABSTRACT

We describe two new aspects of male reproduction in the pit viper Bothrops
cotiara: the formation of mating plugs and epididymal sperm storage. We propose that
long-term sperm storage occurs in the ductus deferens, whereas macroscopic
hypertrophy indicates that the epididymis may be a short-term sperm storage site.
Secretions of the sexual segment of the kidneys probably form the mating plug that
males deposit in the female vagina during copulation. A mating plug without sperm was
observed in the spring. Future studies should address the functions and longevity of

mating plugs and the role of the epididymis in Bothrops reproduction.

Key words: snakes; reproduction; SSK; ductus epididymis; ductus deferens; neotropical

region

Male snakes have a complex reproductive system that includes sperm storage
(Trauth & Sever, 2011) and a sexual segment of the kidney (SSK) that produces secretory
granules in response to testosterone (Bishop, 1959; Aldridge et al., 2011). An increase in
the production of secretory granules with a consequent hypertrophy of the tubules in the
SSK during the mating season may have evolved to enhance male reproductive success
after mating, including the formation of a mating plug which males deposit in the female
genital opening after copulation (Aldridge et al., 2011).

Mating plugs have evolved independently in a variety of taxa including
invertebrates such as spiders (Uhl et al., 2010), scorpions (Althaus et al., 2010), shrimp

(Bauer & Min, 1993), and nematodes (Cutter, 2008), and in primates (Parga et al., 2006),
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lizards (Bosch, 1994; Moreira et al., 2006, 2007) and snakes (Crews & Garstka, 1982; Shine
et al., 2000; Friesen et al., 2013). In squamates, the functions of mating or copulatory
plugs may include passive mate-guarding (Shine et al., 2000), the prevention of sperm
leakage (Moreira & Birkhead, 2004) and the gradual release of spermatozoa
(spermatophore) (Friesen et al., 2013).

Sperm storage is also a component of the female and male reproductive systems
of snakes (Fox, 1956; Almeida-Santos et al., 2006; Trauth and Sever, 2011; Rojas et al.,
2013; Rojas et al. 2015). Sperm storage can be categorized as long-term (LTSS, sperm is
stored in the oviducts for prolonged periods prior to ovulation) and short-term (STSS,
sperm is stored for some weeks prior to ovulation) (Schuett, 1992). The ductus deferens
is the acknowledged sperm storage organ for male snakes (Fox, 1952; Almeida-Santos et
al., 2004; Trauth & Sever, 2011). Sperm is produced in the seminiferous tubules in the
testes before the anterior testicular ducts (including the rete testis, ductuli efferentes
and ductus epididymis) transport the sperm to the ductus deferens (Trauth & Sever,
2011). While the epididymis is used for sperm storage, maturation and capacitation in
turtles and lizards (Gist et al., 2002; Bian et al., 2013, Stuart-Smith et al., 2005), its function
as a sperm storage organ in snakes is still unclear (Dufaure & Saint-Girons, 1984).
Recently, Sever (2010) and Sever and Freeborn (2012) detected the existence of secretory
activity in the ductus epididymis of snakes, which may be indicative of a sperm storage
function.

The aim of this paper is to describe for the first time the following components of
the male reproductive repertory of the Neotropical pit viper, Bothrops cotiara (Gomes,

1913): the formation of mating plugs, and occurrence of sperm storage in the epididymis.
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Bothrops cotiara belongs to the basal B. alternatus group (Wister et al., 2002,
Carrasco et al, 2012) and is endemic to the Araucaria forests in the Brazilian Meridional
Plateau, ranging from South S3o Paulo to the North Rio Grande do Sul, extending into
Argentina (Campbell & Lamar, 2004). Due to recent range contractions, Bothrops cotiara
is considered locally endangered (Sdo Paulo, 2008; Mikich & Bérnils, 2004). Information
on its biology is scarce, and an urgent need exists for more natural history information to
support conservation efforts (Mikich & Bérnils, 2004; Bressan et al., 2009). Bothrops
cotiara preys only on small mammals, whereas most other Bothrops species are diet
generalists (Martins et al., 2002); the clutch size varies from 4 to 12 new-borns (Mikich &
Bérnils, 2004).

We analysed four males and three females of B. cotiara from two scientific
collections: Museu de Ciéncias e Tecnologia (MCT), Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (PUCRS) and Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS). All
individuals were sexually mature. Individuals were collected in Parana and Santa Catarina
States (Appendix 1). To search for evidence of mating plugs, the reproductive tracts of
three females were analysed.

A ventral incision was made to analyse the reproductive tract of the animal. The
convoluted aspect of the ductus epididymis and ductus deferens was used as a
macroscopic indicator of sperm storage in males (Almeida-Santos et al., 2006). After
macroscopic examination, the testes, kidneys and the caudal portion of the ductus
deferens of males and the vaginas of females were collected for histological analysis. All
organs were preserved in 70% alcohol and processed for light microscopy by the paraffin
method. Sections were cut 5 pym thick, and stained for histology with hematoxylin and

eosin (H/E) (Spector & Goldman, 2006).



80

A mating plug was observed in one vitellogenic female (largest follicle: 13.76 mm
diameter, MCT 17498) collected in spring. Macroscopically, we observed a white to
yellowish gelatinous mass occluding the female vagina. Microscopically, this mating plug
was distributed throughout the lumen of the vagina (Fig. 1A). The epithelium of the
vagina was composed of secretory and ciliated cells, and the lamina propria showed
many mastocytes (Fig. 1B). Sperm was not observed in the mating plug or in the vagina of
any sampled female. The SSK, which produces the mating plug substances, was present
in the kidneys of the male B. cotiara. The active condition of the SSK in summer and
autumn was characterized by a high production of sexual granules with evident
hypertrophy of the nephron distal tubules (Fig. 1C), differing from the inactive period in
winter (Fig. 1D).

In males, after spermatozoa are produced in seminiferous tubules in summer, they
pass through a system of ducts (Fig. 1 E,F). The rete testis epithelium is simple squamous
and cuboidal and non-ciliated, and it communicates to the ductuli efferentes, which are
smaller in diameter and contain simple cuboidal epithelium with ciliated and non-ciliated
cells (Fig. 1 E, F). Sperm was observed in the lumen of the rete testis and ductuli
efferentes in every male sampled. During spermatogenesis in summer, the ductus
epididymis was empty and invisible to the naked eye (Fig. 1F), whereas in autumn, when it
contained a large amount of sperm, the ductus epididymis was macroscopically visible
and showed a convoluted aspect (Figs. 1E,G,H). The epithelial cells of the ductus
epididymis were high with basal nuclei in the summer (Fig. 1F), whereas the epithelium of
the hypertrophied ductus epididymis was low in autumn (Fig. 1E). In winter, the ductus
epididymis was not macroscopically visible, and only a few spermatozoa could be

observed. Sperm was stored throughout the seasons in the ductus deferens (Fig. 11). The
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distal portion of the ductus deferens contained many spermatozoa in all sampled
individuals regardless of the testes condition (whereas spermatogenesis occurred in the
summer, regression of the seminiferous epithelium occurred in autumn and winter). The
epithelium of the ductus deferens was low and pseudostratified, and the spermatozoa

were surrounded by a mass (Fig. 1G).
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Fig. 1. A. Mating plug in female vagina during spring. B. Higher magnification of A showing
the epithelium of the vagina and the presence of mastocytes. C. Active SSK in summer
and autumn. D. Inactive SSK in winter. E. Anterior testicular ducts with epididymal
hypertrophy in autumn. F. Anterior testicular ducts with empty ductus epididymis in
summer. G. Macroscopic aspect of the testes with the epididymal hypertrophy. H.
Microscopic view of the testes showing the hypertrophied ductus epididymis and the
position of the adrenal. I. Sperm storage in the ductus deferens. ad: adrenal; de: ductuli
efferentes; e: epithelium; ep: ductus epididymis; gl: glomerulus; m: mastocytes; mp:
mating plug; Ip: lamina propria; L: lumen; pct: proximal convoluted tubule st:
seminiferous tubules; rt: rete testis; *: sperm; vp: visceral pleuroperitonium; SSK: sexual

segment of the kidneys.

This is our first observation of a macroscopic hypertrophy in the ductus epididymis
of a snake. We propose that, after a peak of sperm production in summer, B. cotiara
males release spermatozoa to the ductus epididymis for a period of STSS, resulting in
macroscopic hypertrophy before the sperm is released to the ductus deferens for LTSS,
where sperm is stored throughout the year (e.g. Rojas et al., 2013; Barros et al., 2014).
Sperm storage in the epididymis has been reported for other reptiles (e.g., turtles and
lizards) with macroscopically visible epididymal hypertrophy (Bian et al., 2013; Stuart-
Smith et al., 2005). Descriptive evidence also exists for a macroscopically convoluted and
hypertrophied epididymis and/or its function as a sperm storage site in the snakes Vipera
berus (Volsge, 1944), Zaocys dhumnades (Gang et al., 2011), and Naja kaouthia

(Tumkiratiwong et al., 2012). Recent analyses using electron microscopy techniques in
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Seminatrix pygaea and Pelamis platurus indicate that secretory activity occurs in the
epididymis of the snakes (Sever, 2010; Sever & Freeborn, 2012; but see also Dufaure and
Saint-Girons (1984). Thus, the function of the epididymis in snakes may vary among the
different species, and might be more similar to other amniotes than previously thought
(Trauth & Sever, 2011).

The sperm storage period may be linked to seasonal hypertrophy of the SSK in
snakes (Saint-Girons & Pfeffer, 1971). In B. cotiara, sperm storage in the epididymis was
indeed synchronous to SSK hypertrophy. Mating is usually linked to SSK hypertrophy in
snakes (Krohmer, 2004; Rojas et al., 2013). Mating in autumn has been observed for
several Bothrops species (Almeida-Santos & Salomao, 2002), and the peak in the
production of sexual granules in the SSK corroborates the hypothesis of autumnal mating
for B. cotiara. Although we do not have male samples from spring to verify the SSK
condition during this season, we infer that SSK plays a role in the formation of the mating
plug in B. cotiara. The presence of a mating plug in a female in spring indicates that B.
cotiara may reproduce in autumn as well as in spring, depending on how long the mating
plug remains inside the vagina. In Thamnophis sirtalis, the mating plug only lasts for 2-3
days and, while dissolving, releases spermatozoa, thereby serving as a spermatophore
and as a chastity belt to reduce the probability of fertilization by other males (Friesen et
al., 2013, Shine et al., 2000). No sperm was found, however, in the copulatory plug of B.
cotiara. Shine et al. (2000) proposed that the formation of mating plugs in T. sirtalis may
be linked to the brief duration of copulation (on average, 17 minutes, King et al., 2009).
For bothropoids, copulation usually lasts between 3 to 5 hours (Silva et al., 2013), but the
precise copulation duration of B. cotiara is as yet unknown. Species of the genus Bothrops

may show both passive and active mate guarding tactics. Male-male combat, a form of
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active mate guarding, occurs in the species of the B. atrox group (Almeida-Santos &
Salomdo, 2002), whereas mating plugs may be a form of passive mate guarding. Bosch
(1994) reported, for the first time, mating plugs for lizards, which neither appeared to act
as a chastity belt nor to decrease female attractiveness and receptivity (Moreira &
Birkhead, 2003) or assure higher rates of fertilization for first males; instead its function
was related to the prevention of sperm leakage (Moreira et al., 2007).

Future studies should address the formation, functions and longevity of mating
plugs in Bothrops species. Histochemical analysis of both mating plugs and SSK secretions
may confirm the role of the kidneys in producing mating plug substances and provide
information on the composition of plugs (e.g., proteins and carbohydrates). Experiments
in captivity (cf. Moreira & Birkhead, 2003, 2004, Moreira et al., 2006, 2007) and collection
of data about the presence of mating plugs in a larger number of individuals and
bothropoid species in the wild may provide new insights about mating plugs in Bothrops.
Finally, studies with larger samples of B. cotiara are needed to investigate the role of the
reproductive aspects described herein in the context of the female and male

reproductive cycles.
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Appendix 1. Voucher number and procedence of Bothrops cotiara specimens examined.

Males: MCT 17299, Cruz Machado, Parand (26°01°03”’S and 51°20°48”’W); MCT 17339, Unido
da Vitdria, Parana (26°13’48”’S and 51°05’11”W); MCT 17304, Palmas, Parana (26°29’03"’S

and 51°59’26”W); UFMS 1644, Curitiba, Parana (25°25’40”’S and 49°16’23”’W).

Females: MCT 17335, Unido da Vitdria, Parana (26°13’48”’S and 51°05’11”W); MCT 17497,
Lebon Regis, Santa Catarina (26°55’44”’S and 50°41’43”W); MCT 17498, Lebon Regis, Santa

Catarina (26°55’44”’S and 50°41°43”W).
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Gapitae 5

Biologia reprodutiva de Bothreps albernatus do sul do Brasi

Manuscrito para o periddico Zoological Science
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Resumo

Bothrops alternatus é uma espécie basal no género Bothrops que apresenta ampla
distribuicao. O objetivo deste estudo € contribuir com novos dados para o conhecimento
da biologia reprodutiva desta espécie, anteriormente estudada por outros autores. A
vitelogénese secundaria ocorre durante um longo periodo no ano. Relatos anteriores
mostram que a estocagem de esperma ocorre nesta espécie, sincronizando a cépula no
outono/inverno com a ovulacdo na primavera. Fémeas reprodutivas (vitelogénicas e com
prenhez recente) apresentaram plug copulatdrio na vagina em todas as estacdes do ano,
0 que mostra a necessidade de futuras investigacdes mais detalhadas sobre as funcdes e
o tempo de permanéncia do plug copulatdrio na vagina, que aparentemente indica uma
plasticidade em relacdo a época de cdpula para esta espécie, que poderia ocorrer
também na primavera. Os machos amostrados dentro de uma Unica estacao apresentam
variabiabilidade em relacdo ao estdgio reprodutivo, mas de forma geral a atividade
testicular ocorre entre o verdo e outono, prolongando-se até o inverno. Na primavera foi
observada a regressao total do epitélio seminifero nos testiculos. O segmento sexual
renal apresenta hipertrofia em sincronia com a atividade testicular, durante as esta¢des
mais quentes do ano, primavera e verao. Como a hipertrofia do segmento sexual renal
estd associada com a época de acasalamento, este pode ser considerado mais um

indicativo de que novas observac¢des sobre o comportamento reprodutivo desta espécie

sao necessdrias, sobretudo na primavera.

Palavras-chave: serpentes, Viperidae, ciclos reprodutivos, plugs copulatdrios,

espermatogénese, segmento sexual renal, ducto deferente, reacdes histoquimicas
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Introducao

As jararacas do género Bothrops sdao o grupo de serpentes venenosas com maior
numero de espécies na regido neotropical (Campbell & Lamar, 2004, Carrasco et al, 2012).
Alguns grupos monofiléticos de espécies podem ser reconhecidos nesta linhagem de
serpentes (Salomdo et al., 1999, Fenwick et al., 2009). Bothrops alternatus, B. cotiara e B.
itapetiningae fazem parte da linhagem mais basal do género Bothrops, o grupo B.
alternatus (Salomao et al., 1999, Fenwick et al., 2009). O estudo de espécies basais é
fundamental para uma interpretacdo correta acerca da evolucdo de padrdes
conservativos ou derivados em linhagens filogenéticas. Isto se aplica a todos os aspectos
da biologia das espécies, incluindo a reproducao. Bothrops alternatus é a espécie mais
comum e abundante desta linhagem e, portanto, um bom modelo para estudo da
biologia neste género. Bothrops alternatus é uma serpente terrestre, especialista em
dieta (presas restringem-se a roedores e marsupiais) (Martins et al, 2002, Nunes et al,
2010), que ocorre no Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai (Martins et al., 2002). Estudos
sobre aspectos reprodutivos de B. alternatus ja foram realizados para populacdes no
Brasil (Nunes et al., 2010, Amaral, 2015) e Argentina (Giraudo et al., 2008), porém a
biologia reprodutiva desta espécie ainda estd longe de ser bem conhecida.

A estocagem de esperma € um componente do ciclo reprodutivo de B. alternatus
(Almeida-Santos e Salomao, 2002, Nunes et al., 2010, Amaral, 2015). Foi encontrado
esperma estocado em duas porcdes diferentes do oviduto, nos sulcos da juncdo utero-
vaginal (JUV) e nos receptaculos de estocagem de esperma no infundibulo posterior
(Nunes et al., 2010, Amaral, 2015). A estocagem de esperma permite que a época de

cOpula seja dissociada da época em que ocorre a ovulagdo, prenhez e o nascimento dos
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filhotes (Schuett, 1992, Almeida-Santos & Salom&o, 2002). Embrides nos ovidutos de B.
alternatus foram observados entre a primavera e o verao (setembro a janeiro) (Nunes et
al,, 2010, Amaral, 2015). Assim como para muitas outras espécies de animais, o
nascimento dos filhotes de B. alternatus parece ocorrer em um periodo restrito do ano,
durante as estagdes mais quentes e chuvosas, como o verao. Nesta época, os filhotes tém
mais chances de sobreviver em fun¢dao da maior disponibilidade de presas e pelas altas
temperaturas que influenciam a biologia das serpentes que sao animais ectotérmicos.
Recentes estudos (Nunes et al., 2010, Amaral, 2015) caracterizaram os ciclos reprodutivos
de machos e fémeas de B. alternatus, incluindo a descricdo da estocagem de esperma no
oviduto das fémeas.

O objetivo deste estudo é abordar novos aspectos dos ciclos reprodutivos de
machos e fémeas de uma populacdo de B. alternatus do Estado do Rio Grande do Sul no
Brasil. Este é o primeiro estudo a incluir uma analise microscdpica de todas as partes do
oviduto (vagina, jun¢do Utero-vaginal, Gtero, infundibulo posterior e anterior (cf. Capitulo
1 desta tese, Rojas et. al, 2015) desta espécie, o que acarretou na descoberta da existéncia
do plug copulatdrio na vagina de fémeas de B. alternatus. Recentemente, foi relatada a
descoberta de plugs gelatinosos (ou plugs copulatérios) em fémeas de diferentes
espécies do género Bothrops (Kasperoviczus e Almeida-Santos, 2012, Capitulos 1, 4 e 7
desta tese), incluindo B. cotiara (Capitulo 4), que é filogeneticamente préxima de B.
alternatus. Algumas fungdes ja foram propostas para estes plugs copulatérios em outras
espécies de serpentes e lagartos, incluindo a prevencao da perda de esperma por
vazamento (tampdo copulatdrio) e a guarda sexual das fémeas (que se tornariam menos
atraentes para outros machos na presenca do plug, funcionando, neste caso, como cinto

de castidade) (Shine et al., 2000, Moreira & Birkhead, 2004). O plug copulatério da
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serpente Thamnophis sirtalis funciona como um espermatéforo (Friesen et al., 2013). O
plug copulatério é formado pelas secrecdes do segmento sexual renal (SSR), uma
estrutura sexual secunddria cuja hipertrofia é dependente dos niveis de testosterona
(Fox, 1977, Aldridge et al., 2011). Isto reforca a importancia de observar as sincronias entre
os eventos dos ciclos reprodutivos de machos e fémeas para compreender a biologia
reprodutiva das espécies de serpentes (Almeida-Santos et al., 2014). Por esta razao, este
estudo procurou amostrar individuos de ambos os sexos e incluiu analises histoquimicas
para investigar a existéncia de proteinas e carboidratos na composicdao dos plugs
gelatinosos encontrados na vagina das fémeas e também no SSR dos machos. Uma vez
que os plugs provavelmente sdo formados a partir das secrecdes do SSR, espera-se que
as composicoes dos plugs e das secrecdes do SSR sejam semelhantes.

Além da caracterizacao do SSR, uma andlise adequada do ciclo reprodutivo dos
machos de serpentes deve incluir andlises histoldgicas dos testiculos e ductos deferentes
(Mathies, 2011, Rojas et al., 2013, Almeida-Santos et al., 2014). Para B. alternatus, uma
avaliacdo histolégica de todos estes drgdos estd disponivel em Amaral (2015), cujos dados
apontam em geral para um pico de atividade testicular durante o verao e outono e do
SSR durante o outono e inverno. Uma andlise anterior baseada em indicadores
macroscdpicos como o volume dos testiculos ja apontava para o verao e outono como as
estacdes em que provavelmente ocorreria a producdo de esperma (Nunes et al., 2010).

Neste estudo apresentamos dados inéditos sobre a biologia reprodutiva de uma
populacdo da regido sul do Brasil. Para compor o ciclo reprodutivo de machos e fémeas
desta populacdo do Rio Grande do Sul, foram consideradas as andlises macroscdpicas e
microscopicas do trato reprodutivo, em conjunto com dados disponiveis para esta

espécie na literatura.
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Material e Métodos

Foram examinados um total de 72 espécimes de Bothrops alternatus (28 fémeas
sexualmente maduras, 35 machos sexualmente maduros e 09 imaturos), provenientes do
Estado do Rio Grande do Sul na regido sul do Brasil. Os individuos estao depositados no
Museu de Ciéncia e Tecnologia (MCT) da Pontificia Universidade Catdlica (PUC) do Rio
Grande do Sul.

O comprimento rostro-cloacal de todas as serpentes foi registrado, e apds a disseccao
ventral para exame da anatomia interna dos animais, os seguintes dados foram tomados
para as fémeas: diametro do maior foliculo ovariano ou presenca de embrides nos
oviduto das fémeas; presenca/auséncia de contorcao muscular uterina na juncdao utero-
vaginal (uterine muscular twisting - UMT) (cf. Almeida-Santos and Salomao, 1997; 2002;
Barros et al., 2012, 2014); e presenca de corpo liteo nos ovdrios. Para os machos foram
registrados o comprimento do testiculo direito e a largura do ducto deferente na regiao
distal préxima a cloaca.

O ducto deferente foi considerado convoluto ou ndao convoluto de acordo com seu
aspecto macroscépico (cf. Almeida-Santos et al, 2006). A confirmac¢do da presenca de
espermatozdides por meio de andlises histolégicas dos testiculos e ductos deferentes foi
o principal critério para determinacdo da maturidade sexual nos machos. O aspecto
convoluto dos ductos deferentes foi utilizado como um critério adicional. As fémeas
foram consideradas maduras na presenca de foliculos em vitelogénese secunddria nos
ovarios, embriGes nos oviduto, ou ainda na presenca de corpo liteo (ou suas marcas) nos
ovarios indicando a existéncia de ovulacdo prévia. As fémeas que ndo apresentaram

nenhuma destas caracteristicas foram consideradas imaturas.
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O ciclo reprodutivo das fémeas foi determinado pela variacao do tamanho dos maiores
foliculos ovarianos e pela presenca de embrides no oviduto nos diferentes meses do ano.
Todas as partes do oviduto das fémeas (infundibulo anterior e posterior, Utero, juncao
Utero-vaginal (JUV) e vagina) foram coletadas para analises microscdpicas deste érgao
(Rojas et al., 2015). Apds a confeccdo das laminas, além da caracterizacdo da morfologia
de cada regiao do oviduto, foi realizada a procura por esperma em todas as regifes deste
drgdo. Para as vaginas com plug gelatinoso foram realizados testes histoquimicos com
azul de bromofenol, para identificacdo de proteinas; Acido Periédico de Schiff (PAS) para
identificacdo de carboidratos neutros; e Alcian Blue (AB) para glicosaminoglicanos
carboxilados. Para fins de comparacao, estas reacdes histoquimicas também foram
realizadas no segmento sexual dos machos. Para compor o ciclo reprodutivo dos machos,
além destas andlises foram consideradas as mudancas sazonais no testiculo, ducto
deferente e segmento sexual renal. A correlacao entre o comprimento do testiculo e o
comprimento do corpo foi testada por regressao linear. Uma andlise de covariancia
(ANCOVA) foi empregada para comparar o comprimento do testiculo entre as diferentes
estacdes, utilizando o CRC como co-varidvel. Diferencas sazonais em relacao a largura da
porcao distal do ducto deferente entre as estacbes foram testadas por andlise de
variancia (ANOVA). Apds a dissecdo e tomada de medidas macroscépicas nos machos, o
testiculo direito, a porcao distal do ducto deferente e a porcao anterior do rim foram
coletadas para andlises histoldgicas e também histoquimicas, no caso dos rins.

Os drgdos coletados para histologia foram preservados em 3alcool 70 % e processados
para microscopia de luz pelo método de parafina. Cortes de 5 um foram corados com
hematoxilina e eosina (H/E). O ciclo espermatogénico foi analisado em funcdo dos tipos

de células da linhagem espermatogénica presentes nos tubulos seminiferos. Nao foram
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realizadas medidas microscdpicas dos testiculos, pois os tubulos seminiferos nao
apresentaram o formato circular necessdrio para uma coleta e andlise de dados
confidveis. Para verificar a existéncia de um pico de hipertrofia do SSR nos rins foram
tomadas as seguintes medidas dos tubulos do SSR: altura do epitélio e diametro dos
tubulos. Na presenca de variancias desiguais para o conjunto destas duas varidveis, a
variacao destes parametros entre as estag¢Oes foi verificada pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis, com testes de Dunn para andlise das diferencas sazonais. A
conformacao do epitélio do ducto deferente foi analisada quanto a presenca ou auséncia

de ampulla ductus deferentis.

Resultados

Fémeas

Foliculos em vitelogénese primdria foram encontrados em fémeas ao longo do ano
todo e foliculos em vitelogénse secunddria também ocorreram durante um periodo
estendido (Fig. 1). Embrides em estdgio inicial (somente vitelo visivel a olho nud) nos
ovidutos foram observados em Novembro, Dezembro e Marco entre o final da primavera
e o verao (Fig. 1). A presenca de UMT na JUV foi observada em fémeas coletadas em
todas as estacbes do ano na presenca de foliculos em vitelogénse secundaria e também
primaria (Fig. 1). Ndo foram encontrados espermatozoides estocados na UMT de
nenhuma fémea, e tampouco em qualquer outra parte do oviduto. Ao coletar
amostras da vagina para andlise histoldgica, foi observada a presenca de plugs
copulatérios nesta porcdo terminal do oviduto em algumas fémeas (Tabela 1). Nestas

fémeas que estavam preservadas em 3alcool na colecdo, os plugs apresentavam uma
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textura gelatinosa e uma coloracdo amarelada. Nao foi observada a presenca de esperma
em nenhum dos plugs copulatdrios encontrados. Os testes histoquimicos do plug
gelatinoso  apresentaram resultados positivos para carboidratos (PAS) e
glicosaminoglicanos carboxilados (AB), e rea¢es negativas para o azul de bromofenol

(proteinas).
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Fig. 1: Ciclo reprodutivo das fémeas de Bothrops alternatus do Rio Grande do Sul no Brasil.
Circulos pretos representam os maiores foliculos ovarianos de fémeas que apresentavam
UMT na JUV. Os circulos brancos representam os maiores foliculos de fémeas sem a
presenca de UMT. Os asteriscos representam fémeas com embriGes em estagio inicial nos

ovidutos.
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Tabela 1: Fémeas de Bothrops alternatus com presenca de plug copulatdrio na vagina

Individuo CRC Estacdo Procedéncia Status UMT na JUv?
(cm) reprodutivo

MCT 6020 142 06/03/1994  Cachoeira do Sul, RS Vitelogénica N3o
verao

MCT 1328 136 08/05/2002  Cachoeira do Sul, RS Vitelogénica N&o
outono

MCT 10843 120 08/09/1998  Cachoeira do Sul, RS Vitelogénica Nao
inverno

MCT 10935 89 15/10/1998 Sao Francisco de Paula, RS Prenhez * Sim
primavera

MCT 9269 137 14/11/1997 Viamao, RS Prenhez * Nio
primavera

MCT 10842 17 15/12/1997 Cachoeira do Sul, RS Vitelogénica Sim
primavera

* Fémeas prenhes com embrides em estdgio inicial de desenvolvimento, somente vitelo visivel a olho nu

Machos

Apesar de ndo ter havido variacao do comprimento do testiculo entre as estacbes
(ANCOVA, F =1,7566, p = 0,1814) (Fig.2A), a andlise histoldgica dos testiculos mostra que o
ciclo espermatogénico é sazonal (Fig. 3). Ha variabilidade em relacdo ao estdgio do
epitélio seminifero dos testiculos dentre os individuos coletados em uma mesma estacao.
A espermatogénese comeca no verdo e o pico é atingido entre o final do verdo (Marco) e
o outono. A espermiogénese foi observada no final do verdo, ao longo do outono, e no
inicio do inverno (Julho). Ainda no verao, teve inicio para alguns individuos, o processo de

regressao do epitélio testicular, que também foi observado na estacdo seguinte (outono).
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A regressao total do epitélio seminifero (com presenca de apenas uma ou duas camadas
de espermatogonias) foi observada somente na primavera (Fig. 3).

A hipertrofia do segmento sexual renal foi observada em todas as esta¢des do ano (Fig.
4), porém ndo em todos os individuos amostrados. A andlise da variacdo da altura do
epitélio e do diametro dos tubulos do SSK mostrou um aumento significativo durante as
estacdes mais quentes (primavera e verdo) em relacdo as estacdes mais frias (outono e
inverno), quando foi observado um decréscimo destes valores (Altura do epitélio do SSK:
H = 14,85; p = 0, 0019; com p < 0,05 para verao > inverno, primavera > outono e inverno;
Diametro dos tubulos do SSK: H = 48,27; p < 0,0001; com p < 0,05 para verao > outono e
inverno, primavera > outono e inverno). A andlise histoquimica dos rins mostrou
resultados positivos no SSR para proteinas (azul de bromofenol) e carboidratos (PAS).
Para o corante Alcian Blue, a reacdo foi negativa na regido do SSR.

A largura da regidao distal do ducto deferente, utilizada como indicador para estocagem
de esperma (Almeida-Santos et. al., 2006) ndo apresentou diferenca entre as estacées
(ANOVA, F =1,0531; p = 0,3845) (Fig. 2B). Esperma foi observado no ducto deferente ao
longo do ano todo e alguns machos (porém ndo todos) mostraram a presenca de dobras
e sulcos profundos no epitélio da regido distal do ducto deferente, ou seja, apresentaram

a conformacgao microscdpica da ampulla ductus deferentis.



comprimentol/crc x 100

diametro do ducto deferente

102

o ®
L]
= * @ L
®
P - » e o
e o ° B3
® L ]
4 ® & ] ®
L ] ® - ®
L
L PY L]
&
| 1]
T T T T T T T T T T T
jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov dez
n B
& L]
| - ®e
® ®
.. .. e ©°
@ o L]
L] L] L 3
] L L & ™ 1 ]
L 3
e L ]
e
1 © o
T T T T T T T T T T T
jan few mar abr mai jun jul ago set out now dez

Fig 2: A. Variag¢do sazonal do comprimento relativo do testiculo em Bothrops alternatus do

Rio Grande do Sul. B. Varia¢ao sazonal do diametro do ducto deferente em Bothrops

alternatus do Rio Grande do Sul. Os circulos pretos representam ductos deferentes que

estdo enovelados e os circulos brancos representam ductos que nao estdao enovelados



103

Fig. 3 : Ciclo testicular de Bothrops alternatus do Rio Grande do Sul no Brasil A. Verdo B.

Outono C. Inverno D. Primavera. TS: tubulos seminiferos, *: espermatozdides.
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Fig. 4: Ciclo do segmento sexual renal de Bothrops alternatus do Rio Grande do Sul no

Brasil. A. Verao B. Outono. C. Inverno D. Primavera. SSR: segmento sexual renal, L: [imen.

Discussao

A principal descoberta deste estudo é a ocorréncia dos plugs copulatdrios na vagina das
fémeas de B. alternatus. Estes plugs foram encontrados em diferentes estacbes, o que
nos permite elaborar algumas hipdteses sobre a sazonalidade dos eventos reprodutivos
em B. alternatus. Para tanto, primeiramente precisamos analisar em conjunto os estudos
anteriores sobre a reproducdo desta espécie. Os estudos de diferentes populac¢bes de B.
alternatus apontam para um padrao comum de ocorréncia dos eventos reprodutivos para
esta espécie, com um periodo prolongado de vitelogénese secunddria, iniciando no

outono (Abril/Maio), podendo se estender pelo inverno e primavera, até o verdo.
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(Giraudo et al., 2008, Nunes et al., 2010, Amaral, 2015, este estudo). A vitelogénese
estendida ndao é um indicador de sazonalidade dos ciclos reprodutivos e é comum no
género Bothrops, uma vez que j& foi observada em outras espécies deste género
(Capitulo 7 desta tese). Diferentes fatores podem influenciar a taxa de deposicdo de
vitelo nos foliculos, como a condicdo corpdrea (Reading et al., 2004) e os niveis
hormonais das fémeas (Cree et al., 1991). Os embriGes no oviduto sé sdo observados a
partir da primavera (Giraudo et al., 2008, Nunes et al., 2010, Amaral, 2015, este estudo), o
que indica que a ovulacdo ocorra nesta estacdo, de forma semelhante ao ciclo
reprodutivo de outras serpentes do género Bothrops (Almeida-Santos & Salomao, 2002,
Capitulo 7 desta tese).

A cépula foi observada somente em cativeiro durante o outono (Maio) (Giraudo et
al., 2008) e inverno (Julho) (Giraudo et al., 2008, Nunes et al., 2010). Desta forma, como
os periodos de cépula (outono/inverno) e ovulacdo (primavera) (conhecidos para esta
espécie até mesmo momento) ocorrem em estacdes diferentes, presume-se que as
fémeas apresentem estocagem de esperma no oviduto para sincronizar o ciclo
reprodutivo (Schuett, 1992, Almeida-Santos & Salomao, 2002). Ha relatos da presenca de
esperma estocado em diferentes por¢des do oviduto de fémeas de B. alternatus do sul do
Brasil (Nunes et al., 2010, Amaral, 2015). Nunes et al. (2010) observou a presenca de
espermatozoides estocados na UMT, porém nao € possivel fazer outras inferéncias com
base neste registro pois a estacao de coleta do animal ndo esta disponivel. J& Amaral
(2015) descreve a presenca de esperma estocado tanto pela UMT na JUV, quanto nos
receptaculos de esperma do infundibulo. A maior parte das fémeas que apresentou
esperma estocado na UMT foi coletada entre o outono e inverno, (Amaral, 2015), periodo

compreendido entre a cdpula e a ovulacdo. A maioria destas fémeas ndo apresentava
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esperma nos receptéaculos do infundibulo (Amaral, 2015), corroborando o papel da JUV
como um sitio de estocagem de esperma e a func¢do da UMT na manutencdo dos
espermatozoides nesta porcdo. Esta contracdo (UMT) seria relaxada na época da
ovulacdo, quando os espermatozoides ascenderiam para o infundibulo (Almeida-Santos &
Salom&o, 1997, 2002). Outras fémeas de B. alternatus da regido sul apresentaram esperma
em ambos sitios de estocagem de esperma, JUV e infundibulo durante o inverno (Amaral,
2015), minha interpretacdo é que isso pode indicar: (1) que a UMT ndo bloqueia
totalmente a passagem do esperma para o Utero e a consequente ascensao dos
espermatozoides para o infundibulo, e/ ou (2) que espermatozdides provenientes de
diferentes estacOes de acasalamento possam permanecer estocados no infundibulo por
mais de uma estacdo reprodutiva. Espermatozdides foram observados no infundibulo de
uma fémea de B. dlternatus prenhe coletada durante a primavera (Amaral, 2015).
Portanto, reforco que é provdvel a permanéncia dos espermatozdides nos receptaculos
durante mais de uma estacdo ja que a permanéncia do esperma nos receptaculos de
esperma apds a passagem dos ovdcitos pelo infundibulo no momento da ovulagao e
fertilizacdo mostrou-se vidvel. Rojas et al. (2015) observaram a presenca de esperma
estocado na JUV de uma fémea prenhe da serpente Philodryas patagoniensis, e
consideraram a hipdtese de que as fémeas possam produzir vdrias ninhadas a partir de
uma unica cdpula. Considerando um viperideo, como B. alternatus, o tempo de
estocagem deste esperma seria de pelo menos 2 anos, no caso dos ciclos bienais. Ha
relatos de estocagem de esperma de periodo superior a este (5 anos) para a serpente
Crotalus adamanteus (Booth & Schuett, 2014).

Em B. alternatus, a prenhez ocorre entre a primavera (a partir de novembro) e o

verdo (até fevereiro) para as populacées do sul do Brasil e Argentina (Giraudo et al., 2008,
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Nunes et al., 2010, Amaral, 2015, este estudo). Os nascimentos comecam em fevereiro no
verdo e atingem um pico em marc¢o podendo se estender até o outono (abril e junho)
(Giraudo et al., 2008, Nunes et al., 2010). Nunes et al. (2010) relata ainda um nascimento
em cativeiro no inverno, no més de agosto, muito provavelmente fora da época normal
em func¢do das condicdes de cativeiro. Os filhotes geralmente nascem nos periodos mais
quentes e com maior disponibilidade de alimento, quando suas chances de sobrevivéncia
sdo maiores. A regido sul do Brasil apresenta estacdes bem marcadas, com inverno frio, o
que teoricamente seria desfavordvel a sobrevivéncia dos filhotes de serpentes, que sao
animais ectotérmicos.

O plug copulatdrio foi encontrado apenas na vagina de fémeas reprodutivas de B.
alternatus: em duas fémeas apresentando prenhez recente coletadas durante a
primavera (apenas o vitelo estava visivel macroscopicamente nestes embrides) ou em
fémeas vitelogénicas em todas as estacGes do ano, verdo, outono, inverno e primavera.
Como estes plugs gelatinosos sao depositados pelos machos na vagina das fémeas
durante o momento da cdpula, poderia ser feita uma associacao entre a presenca destes
plugs e a época de cépula desde que o plug apresentasse um curto periodo de
permanéncia na vagina das fémeas de B. alternatus. A formagao e fun¢do do plug
gelatinoso vém sendo bastante estudada na serpente Thamnophis sirtalis, uma serpente
Natricinae da regido temperada (Schwartz et al., 1989, Shine et al., 2000, Friesen et al,,
2013). Para T. sirtalis, o plug gelationoso dura pouco tempo na vagina das fémeas, entre 2
a 3 dias (Friesen et al., 2013, Shine et al., 2000). Ndo se sabe ainda quanto tempo o plug
pode permanecer na vagina das fémeas de Bothrops, porém considerando que fémeas
em inicio de prenhez podem apresentar o plug parece razoavel considerar que este possa

durar mais do que 2 ou 3 dias. Se o plug copulatdrio de B. alternatus durar pouco tempo
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no trato reprodutivo, a presenca deste em fémeas em todas as esta¢6es do ano pode
indicar que o periodo de cdpula apresente grande plasticidade nessa espécie, ocorrendo
em outras estacdes além do outono, que é a estacao onde se concentram os episddios de
acasalamento no género Bothrops (Almeida-Santos & Salomao, 2002, Capitulo 7 desta
tese). Novos estudos e observacbes de acasalamento e cédpula em campo poderdo
colaborar para um melhor entendimento dessa questdo e verificacdao desta hipdtese.
Bothrops cotiara também apresentou a presenca do plug copulatério na primavera
(Capitulo 4). Fémeas de outras espécies de Bothrops do grupo B. neuwiedi também
apresentaram o plug gelatinoso na vagina (Capitulo 1), além de fémeas de outros grupos
(Kasperoviczus e Almeida-Santos, 2012).

Vdrias func¢des ja foram descritas ou propostas para o plug gelatinoso em outras
espécies de serpentes e lagartos: (1) guarda copulatdria passiva das fémeas, ou seja, o
plug funcionando como um cinto de castidade, tornando a fémea menos atraente para os
machos (Shine et al., 2000); (2) libera¢do gradual de esperma (espermatdéforo) (Friesen et
al.,, 2013); (3) impedir a perda de esperma por vazamento (“tampdo’”) (Moreira &
Birkhead, 2003, Moreira et al., 2007). Em Bothrops, ainda ndo conhecemos as fun¢des do
plug gelatinoso. Neste estudo realizamos testes histoquimicos para conhecer a
composicao do plug e do SSR, uma vez que o plug copulatdrio é formado pelas secrecdes
do SSR (Bishop, 1959, Fox, 1977, Aldridge et al., 2011). Os resultados obtidos revelaram
que carboidratos estdao presentes na composicao do plug e dos granulos do SSR. Por
outro lado, o plug apresentou a presenca de glicosaminoglicanos carboxilados (AB), ndo
detectados na andlise dos granulos do SSR. Os testes de azul de bromofenol para a
presenca de proteinas também ndo foram coincidentes entre o plug e o SSR. A presenca

de proteinas foi identificada nas secrecbes do SSR, enquanto o material do plug



109

gelatinoso apresentou reacdo negativa. O plug da serpente T. sirtalis é formado
principalmente por proteinas (Shine et al., 2000). E necesséario continuar com a andlise da
composi¢ao do plug copulatério em Bothrops. Neste trabalho foi utilizado material de
serpentes fixadas e mantidas em alcool em colecao, o que possivelmente pode interferir
nos resultados. Seria interessante realizar novos testes para a deteccdo de proteinas
utilizando material fresco do plug copulatdrio. Estes dados também podem indicar a
presenca de outras substancias no plug, além das secrecées do SSR, como esperma por
exemplo. Dados sobre o tempo de permanéncia do plug no trato reprodutivo das fémeas
e a realizacdo de experimentos para conduzir testes de hipdteses sobre suas func¢des
podem ser os préoximos passos para comecarmos a entender como funciona esta tética
reprodutiva nesta linhagem de serpentes.

Assim como para as fémeas, o ciclo reprodutivo dos machos também apresenta
evidéncias de que a cdpula possa ocorrer em diferentes periodos do ano para alguns
individuos da populacdo. A hipertrofia do SSR indica a época do acasalamento em
serpentes (Bishop, 1959, Aldridge et al., 2011). Neste estudo, esta hipertrofia foi medida
pelo aumento do diametro dos tubulos e da altura do epitélio do SSR, com um pico
evidente para a primavera e verdo, estacdes mais quentes do ano, que nao coincidem
com os relatos de cépula (em cativeiro) para esta espécie no outono e inverno (Giraudo
et al., 2008, Nunes et al., 2010). Também foi observada a hipertrofia em individuos nestas
estacdes, porém em um ndmero menor de individuos. Por outro lado, a observacao da
hipertrofia do SSR nestas estacfes coincide com as observacdes da presenca dos plugs
gelatinosos encontrados na vagina das fémeas. Estudos futuros devem investigar a

possibilidade de acasalamento na primavera em B. alternatus.
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Para uma populac¢do de viperideo de clima frio - o clima pode ser considerado
como temperado, subtemperado e subtropical no Rio Grande do Sul, veja Maluf (2000) -
os machos de B. alternatus mostraram grande plasticidade em relacao a época de
producdo dos espermatozdides, que foi observada até mesmo no inverno, quando
ocorrem baixas temperaturas nessa regiao do Brasil. B. alternatus é uma das espécies de
serpentes mais abundantes em comunidades de serpentes do sul do Brasil, o que
provavelmente esta relacionado com o alto sucesso reprodutivo desta espécie que
apresenta taticas reprodutivas como a estocagem de esperma e o plug copulatdrio que

precisam ser melhor investigadas.
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Resumo

NOds descrevemos a ocorréncia de intersexualidade em trés individuos de duas espécies
do género Bothrops (B. erythromelas e B. moojeni). Os dois intersexos de B. erythromelas
apresentavam trato reprodutivo masculino de anatomia macroscdpica e microscdpica
normal, além de dois ovidutos ‘“completos” com inicio na porcao latero-caudal do
testiculo, desembocando na vagina. Os ovidutos percorrem um trajeto ipsilateral em
relacao aos ductos deferentes. O intersexo de B. moojeni também apresentava o trato
reprodutivo masculino normal e apenas um oviduto do lado direito. Este oviduto
terminava em um fundo cego no terco caudal da cavidade celomatica da serpente. H3
diferenciacdao do oviduto dos intersexos em partes, porém com diferencas entre os
individuos. As glandulas do infundibulo e do utero podem estar totalmente ausentes ou
presentes nos intersexos. Em B. erythromelas, a juncao utero-vaginal e a vagina
apresentam diferencas em relacdo aos sulcos da juncdo Utero-vaginal (menos profundos
nos intersexos) e epitélio da vagina (baixo e pseudoestratificado nos intersexos vs.
colunar alto com muitas células secretoras para as fémeas). Assim, podemos concluir que
o oviduto destes intersexos pode ser considerado como ndo funcional, apesar de
existirem algumas semelhancas com a morfologia do oviduto de uma fémea de serpente

sexualmente madura (e.g. pregas no infundibulo macroscopicamente visiveis).

Palavras-chave: intersexualidade, serpentes, Viperidae, oviduto, diferenciacao sexual

Introducao

Um individuo é considerado como intersexo quando possui estruturas que
sdo caracteristicas do sexo oposto, ou seja, machos com caracteristicas anatémicas de

fémeas e vice versa (Forbes, 1964). A intersexualidade ocorre em vdrias linhagens de
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animais, invertebrados e vertebrados, com diversas formas de expressao (Reinboth,
1975). Em vertebrados, a determinacdo do sexo dos embrides pode ocorrer de duas
formas: no momento da fertilizacdo, por genes que se encontram nos cromossomos
sexuais (determina¢do sexual por genes ou por cromossomos), ou por influéncia do

ambiente, mais especificamente, da temperatura (Langer, 2014).

A determinagdo sexual genética ou cromossdémica ocorre na maioria das
espécies de vertebrados (incluindo todos mamiferos e aves) (Langer, 2014) e a
intersexualidade é uma condic¢do rara nas espécies deste grupo. Por exemplo, estima-se
que entre 0,05 a 1,7% da populacdo humana tenha alguma condicao de intersexualidade,
incluindo individuos com variagdes sexuais nos cromossomos, nas génadas ou genitais
(United Nations, 2015). Em outros grupos de vertebrados em que a determinacdo do sexo
dos embrides é dependente da temperatura a ocorréncia de individuos intersexo nas
populacbes pode ser mais frequente em algumas espécies, como para a tartaruga E.

orbicularis (Pieau et al, 1998, 1999).

Os répteis podem apresentar uma ampla gama de variacbes em relacao a
determinacdo do sexo dos embrides de acordo com a espécie. Neste grupo, o sexo pode
ser determinado geneticamente (por diferentes sistemas) ou pela temperatura, no caso
de algumas espécies oviparas de queldnios, lagartos e crocodilianos (Sarre et al., 2004,
Lance, 2009, Langer et al., 2014). A influéncia da temperatura na determina¢do do sexo

dos embrides nunca foi descrita para nenhuma espécie de serpente (Langer et al.,2014).

H3 relatos de intersexualidade em répteis com diferentes caracteristicas.
Para crocodilianos, ha o recente relato de Langer et al. (2014) sobre um individuo de

crocodilo ando africano (Osteolaemus tetraspis), que apresentava fendtipo de macho,
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ovotestes (presenca de foliculos ovarianos e tubulos seminiferos na génada) e oviduto.
Embora ndo haja dados sobre o mecanismo de determinacao sexual nesta espécie, todos
crocodilianos estudados até o momento apresentam determina¢ao sexual por
temperatura (Langer et. al, 2014). Para queldonios com determinacdo sexual por
temperatura, hda muitos casos de intersexualidade com formacdo de ovotestes em

individuos sexualmente imaturos e maduros (Langer et al., 2014).

Também ha relatos de intersexos na linhagem Squamata, que agrupa
lagartos, serpentes e anfisbenas. Para uma espécie de lagarto cuja determinagao sexual é
dependente da temperatura, a lagartixa-leopardo (Eublepharis macularius), a
intersexualidade é comum para todas as fémeas desta espécie. As fémeas possuem 0s
hemipénis, que sao 6rgaos copuladores masculinos, além de todo sistema neuromuscular
necessdrio para o comportamento de cépula dos machos (Holmes et al., 2005). Em duas
espécies de serpentes (Bothrops insularis e Pseudoficimia frontalis), todas as fémeas
também podem ser consideradas como individuos intersexo pela presenca universal de
hemipénis nas populacdes, embora com diferencas entre os hemipénis de machos e
fémeas (Hardy, 1970, Kasperoviczus, 2009). Para serpentes, é conhecida apenas a
determinacdo sexual genética ou cromossémica, porém os relatos de intersexualidade
possuem muitas semelhancas com aqueles envolvendo répteis cuja determinacdo sexual
é influenciada pela temperatura, incluindo a presenca de ovotestes, como para o boideo
da ilha de Madagascar, Sanzinia madagascariensis (Sharpe et al., 2013) e também fémeas
com hemipénis (Pope, 1935 apud Hardy 1970, Hoge & Penha, 1959, Maclean, 1968, Hardy,
1970, Kasperoviczus, 2009). Além da ocorréncia universal de hemipénis em fémeas de B.
insularis (Kasperovizus, 2009) e P. frontalis (Hardy, 1970), ha outras espécies de serpentes

em que esse fenOmeno parece ocorrer de forma mais rara. Uma fémea da serpente
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chinesa Pareas stanley apresentava hemipénis bem desenvolvidos e seis ovos
aparentemente normais nos ovidutos (Pope, 1935 apud Hardy, 1970). Uma fémea de B.
moojeni apresentou o hemipénis direito bem desenvolvido, enquanto o esquerdo possuia
menor tamanho (Maclean, 1968). Esta fémea também estava prenhe (12 embrides bem
desenvolvidos nos ovidutos) (Maclean, 1968), o que demonstra a capacidade destes
individuos intersexo reproduzirem e deixarem descendentes. A presenca de hemipénis
também foi observada em fémeas de outras espécies de lagartos, serpentes e anfisbenas
(muitas vezes descrita sob a terminologia hemiclitdris) (Bohme, 1995, Ziegler & Bdhme,
1997, Kasperoviczus et al., 2011), demonstrando a ocorréncia de intersexualidade em

todas as linhagens da Ordem Squamata.

O objetivo deste artigo é descrever trés novos casos de intersexualidade
em duas espécies de serpentes do género Bothrops (B. erythromelas e B. moojeni),
incluindo uma andlise microscdpica do trato reprodutivo destes animais, que
aparentemente eram machos funcionais (i.e. produziam gametas e apresentavam 6rgaos
copuladores masculinos) com a presenca do oviduto feminino. Nas serpentes, o oviduto é
o drgao onde ocorrem diversos eventos do ciclo reprodutivo das fémeas, como
estocagem de esperma, fertilizacdo e prenhez, no caso de espécies viviparas como as
jararacas do género Bothrops (Almeida-Santos & Orsi, 2002). Estes eventos ocorrem em
diferentes por¢6es do oviduto que sdo reconhecidas por suas diferentes caracteristicas
funcionais e anatémicas (Rojas et al., 2015). Diferentes porc¢des do oviduto dos machos
intersexo descritos neste estudo foram amostradas para andlise de sua morfologia e

comparagao com as caracteristicas do oviduto das fémeas destas espécies.

Material e Métodos
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Os machos com oviduto foram encontrados durante a andlise macroscdpica
do trato reprodutor de dezenas de individuos, realizada durante a coleta de dados para o
estudo da biologia reprodutiva de 97 machos de Bothrops erythromelas (Barros et al.,
2014) e 33 machos de Bothrops moojeni (Barros et al., dados ndo publicados). Apds o
registro fotografico da anatomia reprodutiva destes animais, foram coletadas amostras
do oviduto, testiculo e ducto deferente de todos os exemplares para andlises
histoldgicas. Para o exemplar de B. moojeni foi possivel obter também uma amostra do
rim para estudo do segmento sexual renal. Os tecidos foram mantidos em alcool 70% e
processados para andlise de microscopia de luz pelo método da parafina. A espessura dos
cortes foi de supm e a coloracdo utilizada foi Hematoxilina-Eosina (H/E). Imagens dos
cortes histoldégicos foram obtidas com o auxilio do Programa Image Pro-Express
Olympus. Os individuos intersexo de B. erythromelas estdo depositados na Colecao
Herpetoldgica do Instituto Butantan (IB) e o intersexo de B. moojeni esta depositado na
Colecdo Herpetoldgica da Universidade de Brasilia (CHUNB). Para diferenciar as partes
do oviduto seguimos a nomenclatura definida por Rojas et al. (2015), que divide o oviduto
em infundibulo (anterior e posterior), Gtero, juncdo Utero-vaginal (JUV) e vagina (Capitulo

1 desta tese).

Resultados

Os dois individuos intersexo de Bothrops erythromelas (IB 52850 e IB
50949) apresentam um trato reprodutivo masculino composto por um testiculo de cada
lado do corpo com aspecto macroscépico normal e ductos deferentes com leve
enovelamento, além de apresentarem um par de ovidutos, que os caracterizam como

intersexo (Figs. 1, 2). Ambos ovidutos tem inicio préximo a porcdo latero-caudal dos
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testiculos (Figs. 1A, 2A) e percorrem um trajeto ipsilateral em relacdo aos ductos
deferentes (Figs. 1B, 2B). Ha divisdo dos ovidutos dos individuos intersexo de B.
erythromelas em diferentes partes. Em apenas um dos intersexos de B. erythromelas (IB
50949) é possivel visualizar macroscopicamente a formacdo de pregas da regido
infundibular (Fig. 2A). Microscopicamente, hd a presenca de invagina¢des no epitélio em
formato de glandulas tubulares, porém as células ndo estao organizadas na forma de
glandulas na lamina prdpria (Fig. 2D). A por¢cao mais extensa do oviduto (Figs.1B, 2B), que
correspondente ao Utero nas fémeas, apresentou epitélio cuboide simples com células
secretoras e poucas células ciliadas (Fig. 1F). Nao foi observada a formacdo de glandulas
na lamina propria (Fig. 1F). Na regido da juncao utero-vaginal (JUV) foi observado epitélio
pseudoestratificado com células ciliadas e secretoras, porém com a presenca de sulcos
menos profundos do que aqueles de uma fémea sexualmente madura. Nao ha formacao
de glandulas na lamina prépria. H4 também uma camada muscular nesta regidao da JUV
(Fig. 2G). Macroscopicamente, na por¢do caudal do oviduto, préximo da cloaca, ocorre a
formacdo de vagina nos 2 individuos (Figs. 1C, 2C). Microscopicamente, a regido da vagina
também apresentou sulcos pouco profundos e epitélio pseudoestratificado baixo (Fig,

1G).

Em relagdo a analise microscopica das gbnadas dos intersexos de B.
erythromelas, foi observada a organizacao padrao dos testiculos em tubulos seminiferos,
com a presenca de células da linhagem seminifera como espermatogdnias, além de
células de Sertoli e células de Leydig (Figs. 1D, 2E). O testiculo de um dos machos
encontra-se em processo de autdlise (Fig. 1D), enquanto o outro intersexo apresentou
testiculo em fase de regressao (Fig. 2E). De qualquer forma sdo testiculos funcionais uma

vez que existem espermatozoides no ducto deferente de ambos os animais. O ducto
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deferente apresentou aspecto microscépico normal, com epitélio pseudoestratificado

com células secretoras e células ciliadas e presenca de esperma no limen (Figs. 1E, 2F).

O intersexo de B. moojeni apresentava todos os drgaos do trato reprodutor
masculino normais, incluindo um par de testiculos, ductos deferentes e rins com presenca
de segmento sexual renal ativo (estrutura sexual secunddria), além de um unico oviduto
que caracteriza a intersexualidade neste individuo (Fig. 3). Este oviduto tem inicio
préximo ao testiculo direito (Fig. 3A) e percorre a cavidade celomatica com um trajeto
ipsilateral ao ducto deferente (Fig. 3B). O final deste oviduto ocorre na regido caudal da
serpente, terminando em um “fundo cego” (Fig. 3C). O oviduto ndo se prolonga até a
cloaca e ndo é observada a formacdo de vagina (Fig. 3C). A analise microscdpica do inicio
do oviduto demonstrou semelhan¢as com a regidao infundibular do oviduto das fémeas,
mostrando inclusive a formacdo de algumas glandulas (Fig. 3 D, E). Apds esta regido tem
inicio a por¢ao uterina, onde também podem ser encontradas glandulas, porém enquanto
algumas parecem estar bem formadas (semelhantes aquelas do Gtero de uma fémea),
outras apresentam o aspecto semelhante as glandulas observadas no Utero de fémeas

sexualmente imaturas (Fig. 3 F, G).

Os hemipénis dos individuos intersexo descritos aqui ja estavam evertidos
total ou parcialmente nestes animais. Apds uma simples analise visual, o aspecto dos
hemipénis parecia normal para espécies deste género. Entretanto, destaco que estes nao

foram preparados para uma andlise mais detalhada.
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Figura 1: Macho de Bothrops erythromelas com ovidutos (IB 52850). A. Visdo macroscdpica do testiculo (t),
mostrando o ducto deferente (dd) e o oviduto (0). B. Regido do rim (r), com o oviduto (0) e o ducto deferente (dd)
lado a lado. C. Aspecto macroscépico da vagina (v), mostrando o oviduto (o), ducto deferente (dd) e o intestino (i).
Aspecto microscdpico. D. Testiculo. E. Ducto deferente com alguns espermatozoides no limen. F. Utero anterior. G.
Vagina e ao lado ducto deferente vazio nesta por¢do. TS: tibulo seminifero, Ep: epitélio, L: limen.
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Figura 2: Macho de Bothrops erythromelas com oviduto (1B 50949). A. Aspecto macroscdpico do testiculo (t), ducto
deferente (dd) e do oviduto nas regiées do infundibulo (i) e do ttero anterior (u). B. Aspecto macroscépico do Utero
(u) e ducto deferente (dd) na regido do rim (r). C. Visdo macroscdpica da vagina (v), oviduto (0), ducto deferente
(dd), rim (r) e intestino (i). D. Aspecto microscdpico da regido do infundibulo mostrando a formacdo de
invaginagdes com formato de glandulas tubulares. E. Testiculo. F. Ducto deferente. O asterisco indica a presenga de
espermatozdides. G. Jun¢do Utero-vaginal (JUV).
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Figura 3: Macho de Bothrops moojeni com oviduto (CHUNB 3593). A. Visdo macroscépica (e microscépica) dos
testiculos (t), mostrando o ducto deferente (dd), organizado em tubulos seminiferos (TS) e o oviduto (o). B. A pinca
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estd segurando o oviduto (o) para melhor visualizacdo do enovelamento do ducto deferente (dd) e ao lado do
ducto, observe o aspecto macroscépico e microscépico do rim, com a presenca de segmento sexual renal (SSR). C.
Aspecto macroscépico da regido distal do individuo, a seta larga aponta para o final oviduto (o). Observe também o
aspecto macroscdpico e microscépico do ducto deferente (dd) com a presenca de esperma (*) D. Aspecto
microscépico do oviduto na regido do infundibulo. E. Maior aumento de D, evidenciando a presenca de glandulas
formadas nesta regido F. Oviduto na regido do Utero. G. Maior aumento de F mostrando uma glandula formada.

Discussao

Para as espécies de serpentes estudadas até hoje, a determinacdo sexual ocorre
por determinacdo genética no momento da fecundacdo (Ciofi e Swingland, 1997) e o sexo
feminino se desenvolve nas condices de heterogamia ZW, ZZW ou ZWW (Sarre et al.,
2004). De acordo com o modelo cldssico da embriogénese para vertebrados, ha um
periodo em que o embrido n3o apresenta ainda gonadas diferenciadas em ovarios ou
testiculo e também ndo apresenta os ductos genitais diferenciados. Em relacdo a estes
ductos, nas fémeas, os ductos de Miiller ou ductos paramesonéfricos presentes no
embrido ddo origem ao oviduto e regridem nos machos. Ja os ductos de Wolff ou ductos
mesonéfricos ddao origem ao ducto deferente nos machos e regridem nas fémeas. Os
hormoénios tém um grande papel central na diferenciacao sexual nos vertebrados, em
geral com o desenvolvimento do sexo masculino na presenca de testosterona. A
influéncia do estrégeno na diferenciagdo dos ovarios em fémeas também ja foi
demonstrada experimentalmente para espécies de répteis com determinagao sexual por
temperatura (crocodilianos, lagartos e quel6nios) (Pieau, 1996, Pieau et al., 1999). A
influéncia dos hormodnios na determinacdo sexual durante a embriogénese também foi

descrita em serpentes (Charnier, 1963, Dufaure, 1964, 1966, Raynaud e Pieau, 1985).

A testosterona provocou a masculiniza¢ao parcial de embrifes “geneticamente”
fémea (incluindo a hipertrofia do primdrdio da genitdlia externa) em experimentos

envolvendo a exposicao de embrides de serpentes sexualmente indiferenciados a este
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hormonio (Raynaud & Pieau, 1985). Por esta razdo, Kasperoviczus (2009) sugere que o
desenvolvimento de hemipénis nos embrides fémeas de B. insularis possa estar ligado a
influéncia de horménios durante o periodo de prenhez. J4 Becak et al. (1990) sugerem
que a ocorréncia universal de intersexualidade em fémeas de B. insularis seja
desencadeada por questdes genéticas relacionadas ao polimorfismo observado no
cromossomo W, com alteracdo do gene (ou de um conjunto deles) que inibe o
desenvolvimento do érgdo copulatdrio nas fémeas (Becak et al., 1990). No entanto, ndo
hd ainda respostas convincentes sobre como e porque sdo formados individuos intersexo
(Pieau et al., 1999, Lance, 2009). Por exemplo, nos casos descritos aqui, individuos com
aparelho reprodutivo masculino morfologicamente normais apresentaram ovidutos com
diferentes graus de semelhanca em relacdo ao oviduto das fémeas destas espécies de
serpentes. Qual teria sido o estimulo hormonal para que tanto o aparelho reprodutor
masculino quanto o oviduto se desenvolvessem? O principal estimulo hormonal para que
a gbnada se desenvolva como testiculo seria a testosterona, entdo teoricamente pode ter
sido possivel o desenvolvimento e diferenciacao parcial dos ovidutos mesmo apds
exposicao a testosterona. Ou ainda, haveria um ou mais genes responsdveis pelo
crescimento e diferenciacao dos ovidutos? Poderia ter ocorrido um problema com esses
genes, a interrupgao do crescimento do oviduto ndo teria sido ativada e essa seria a razao
para a ocorréncia pontual destes intersexos em B. erythromelas e B. moojeni ? Um
argumento a favor desta hipdtese é que na serpente Pseudoficimia frontalis os individuos
imaturos podem possuir os ductos genitais do sexo oposto embora o trato reprodutivo
do sexo determinado geneticamente seja normal, ou seja, fémeas imaturas apresentaram
ductos deferentes e machos imaturos apresentaram ovidutos (Hardy, 1970). Por outro

lado, este fendmeno sé foi observado em animais de até 20 cm de comprimento rostro-
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cloacal nesta espécie (Hardy, 1970). Considerando estes dados, Hardy (1970) propds que
possa haver um estdgio na embriogénese de serpentes em que ambas estruturas se
desenvolvam (ductos de Wolff e Muller), depois uma delas se torna vestigial e

desaparece no estagio adulto.

Pequenos ou grandes remanescentes de oviduto j& foram encontrados em
machos adultos de diferentes espécies de répteis. Para serpentes, Volsge (1944) foi o
primeiro a descrever a presenca de remanescentes da porcao final cranial do ducto
muleriano em machos adultos de Tropidonotus natrix e Vipera berus. O grau de
desenvolvimento dos vestigios do ducto mulleriano variou entre os individuos nestas
espécies, e algumas vezes, esteve presente em apenas um dos lados do animal (Volsge,
1944). A conformacdo microscépica destes resquicios de oviduto também diferiu entre os
individuos, em alguns casos apresentando caracteristicas semelhantes ao ducto
mulleriano no final dos estdgios embriondrios, e em outros casos apresentando uma
estrutura semelhante ao oviduto de fémeas adultas, com epitélio composto por células
ciliadas, presenca de glandulas e camadas musculares (Volsge, 1944). Ha diversas
semelhancas entre o relatado por Volsge (1944) e as observacdes relatadas aqui para
estes machos de Bothrops com ovidutos, porém aqui ha a descricdo nao somente de
vestigios, mas também de oviduto completos em B. erythromelas, inclusive com a
formacao de vagina. Assim como apontado para as serpentes estudadas por Volsge
(1944), B. moojeni também apresentou a presenca do oviduto somente de um lado do

corpo.

O oviduto destes individuos intersexo pode ser dividido em diferentes partes,

semelhante ao oviduto das fémeas (Barros et al., 2014), embora nem todas as partes do
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oviduto das fémeas (Rojas et al., 2015, Capitulo 1 desta tese) tenham sido observadas nos
ovidutos dos intersexos. As invagina¢des em formato de glandulas tubulares observadas
na por¢do infundibular do intersexo de B. erythromelas (IB 50949) sdo semelhantes as
invaginacdes observadas na porcdo anterior do infundibulo de fémeas sexualmente
maduras desta espécie (Barros et al., 2014). Na porcdo infundibular do oviduto dos
intersexos de B. erythromelas ndo foram observadas a presenca de glandulas, que sao
caracteristicas da porcao posterior do infundibulo de fémeas (Rojas et al., 2015, Barros et
al., 2014, Siegel et al., 2011). J& para o intersexo de B. moojeni pode ser observada a
organizacdo das células da regido do infundibulo em glandulas, mostrando que ha
variacdo entre o grau de desenvolvimento do oviduto dentre os individuos intersexo,
como também apontado por Volsge (1944) para outras espécies de serpentes. Variacdo
também foi observada entre a regido uterina do oviduto dos intersexos de Bothrops
descritos aqui. Enquanto no oviduto de ambos os individuos intersexo de B. erythromelas
nao foi observada a formagdo de glandulas uterinas, estas foram observadas no utero do
intersexo de B. moojeni. Para os intersexos de B. erythromelas que apresentaram a
formacao completa do oviduto, inclusive com as por¢des mais caudais, ou seja, JUV e
vagina pode-se observar que estas partes apresentaram diferencas em relacdo a estas
porcdes do oviduto em fémeas de B. erythromelas (Barros et al., 2014), como a auséncia
de sulcos profundos tanto na JUV, quanto na vagina dos intersexos. Had também algumas
semelhancas e diferencas em relacdo a composicao das camadas de tecidos entre estas
porcdes do oviduto em fémeas e intersexos. Para a JUV, hd a presenca de camada
muscular nesta porcdao do oviduto dos intersexos, assim como ocorre para as fémeas

(Barros et al., 2014). J4 o epitélio da vagina dos intersexo era baixo e pseudoestratificado,
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diferente do epitélio colunar alto com muitas células secretoras e algumas ciliadas,

descrito para esta porcao do oviduto em fémeas de B. erythromelas (Barros et al., 2014).

O aparelho reprodutor masculino de todos os intersexos descritos aqui apresenta
caracteristicas semelhantes a de qualquer macho de serpente, com producao de esperma
no testiculo e transporte pelo ducto deferente. Para o intersexo de B. moojeni foi possivel
verificar que o segmento sexual renal (estrutura sexual secundaria andrégeno
dependente) também estava normal e ativo, o que € indicativo de producdao normal de
hormdnios sexuais (testosterona) neste intersexo, o que € mais um indicativo de que
estes intersexo sejam “machos funcionais”, ou seja, capazes de deixar descendentes. As
serpentes possuem mecanismo de determinacdo sexual dos embrides por genes ou
cromossomos. Desta forma, se a existéncia do oviduto nos machos tiver alguma relacao
com caracteristicas sexualmente herdadas, esta caracteristica destes machos intersexo

pode ser passada para sua prole.

Como nao foi observado tecido ovariano e somente tubulos seminiferos nas
gobnadas, estas foram consideradas como testiculos e ndo como ovotestes. Embora nao
possam ter sido realizados, alguns testes de imunohistoquimica para os marcadores BPM
15 e GDF 9 poderiam ser utilizados nas gbénadas destes intersexos para verificar a
existéncia de alguma célula indiferenciada que possa ser uma precursora de ovdcito, o
que caracterizaria a gonada como ovoteste (Dube et al., 1998, Aaltonen et al, 1999). De
qualquer forma, mesmo que a goénada produzisse foliculos ovarianos, a prenhez
provavelmente ndo seria viavel nos intersexos descritos aqui. Para B. erythromelas,
apesar dos ovidutos estarem presentes em toda sua extensdo até a vagina, ha muitas

diferencas em relacdo a morfologia ovidutal de fémeas sexualmente maduras desta
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espécie (Barros et al., 2014). J4 o intersexo de B. moojeni apresentava um Unico oviduto
com final no dltimo ter¢o do comprimento do corpo, o que inviabilizaria a saida dos

filhotes do corpo em caso de prenhez.
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Resumo

Neste estudo revisamos os dados disponiveis sobre a reproducao no género Bothrops. A
abordagem comparada das caracteristicas revelou que tanto a inércia filogenética,
quanto as caracteristicas ambientais sdo importantes para a determina¢ao dos padrdes
reprodutivos nas jararacas. As analises de reconstrucao de carater ancestral indicam que
o padrdo de dimorfismo sexual (fémeas maiores que os machos) é conservado nesta
linhagem, enquanto os padrdes para maturidade sexual e tamanho maximo da ninhada
sdao variaveis. A producdo de espermatozoides nas serpentes desse género pode estar
concentrada entre a primavera e o verao ou entre o verao e o outono, ou seja, na estacao
anterior ou na mesma estacdo em que ocorre a cdpula (final do verdo e outono). O
segmento sexual renal dos machos, responsavel por produzir o plug copulatdrio que é
depositado na vagina das fémeas durante o acasalamento, também apresenta um pico de
hipertrofia durante estas estacdes. Os machos apresentam estocagem de esperma no
ducto deferente e também no epididimo, por um curto periodo de tempo. Apds a cépula,
as fémeas também estocam esperma tanto na juncdo Utero-vaginal, em sulcos, quanto
em glandulas do infundibulo posterior que funcionam como receptdculos de esperma. O
tempo que o esperma permanece estocado no trato reprodutivo das fémeas varia entre
as espécies, com algumas espécies apresentando ovulac¢do a partir do outono e inverno,
ou mais comumente, na primavera. A maioria dos nascimentos ocorre entre o verao e o
inicio do outono, embora também existam individuos e espécies plasticas, com registros
de prenhez e nascimentos em outras estacdes, provavelmente por influéncia das

condi¢bes ambientais.

Palavras-chaves: dimorfismo sexual, maturidade sexual, fecundidade, ciclos reprodutivos,
estocagem de esperma, UMT, espermatogénese, segmento sexual renal, ducto

deferente, serpentes, Viperidae
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1) Introducdo

A abordagem comparativa, utilizando hipdteses filogenéticas explicitas, tem sido
empregada para tentar compreender diversos aspectos da biologia reprodutiva em varios
grupos de animais, incluindo invertebrados (Baird et al., 2009) e vertebrados como peixes
(Koya e Mufioz, 2007), répteis (Pincheira-Donoso e Tregenza, 2011, Sites-Jr et al. 2011,
Rheubert et al., 2010, 2011, Werneck et al., 2009, Cox et al., 2003), aves (Mermoz e
Ornelas, 2004) e mamiferos (Krajewski et al., 2000). O género Bothrops é um bom modelo
para estudos sobre a evolucdao das estratégias reprodutivas em serpentes, pois se
encontra amplamente distribuido por varios tipos de ambiente na regidao neotropical,
além de possuir muitas espécies que sdo abundantes (Campbell e Lamar, 2004). Estudos
sobre a ecomorfologia e a evolucdo dos habitos alimentares do género Bothrops
revelaram que o ancestral das jararacas era uma espécie robusta, terrestre, que vivia em
florestas e apresentava habito alimentar generalista (Martins et al., 2001, 2002).

Estas serpentes da Familia Viperidae possuem grande importancia para a saude
publica, pois algumas espécies muito abundantes, como B. jararaca e B. atrox, por
exemplo, sdo responsdveis pelo maior nimero de acidentes ofidicos no Brasil (Aradjo et
al., 2003, Lima et al. 2009, Wen et al., 2015). Por outro lado, o género Bothrops também
inclui espécies raras e algumas espécies ameacadas de extin¢ao. Bothrops insularis,
endémica da Ilha da Queimada Grande, e Bothrops alcatraz, endémica da lIlha de
Alcatrazes sdao espécies de Bothrops criticamente ameacadas de extincao a nivel global
(IUCN, 2016), nacional (Brasil, 2014) e também pela Lista de espécies ameacadas do
Estado de Sdo Paulo (Sdo Paulo, 2008). Outras espécies de jararacas endémicas de ilhas

no litoral brasileiro foram descritas recentemente (Bothrops otavioi e Bothrops sazimai) e
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também podem ser consideradas como ameacadas de extin¢do (Barbo et al. 2012, 2016).
Bothrops otavioi j& foi classificada como criticamente ameacada na ultima lista de
espécies ameacadas de extin¢cdo do Brasil (Brasil, 2014). Todas estas espécies de jararacas
insulares apresentam distribuicdo restrita as ilhas e compartilham como principal ameaca
a perda de habitat em qualidade e/ou drea (Marques et al., 2004a,b, Barbo et al 2012,
2016). Dentre as ac¢Oes existentes para a conservacdo dessas espécies atualmente, hd a
proposta de criacdo de uma unidade de conservacdo de protecdo integral pela esfera
federal (Monteiro et al., 2000) na llha de Alcatrazes cujo um dos objetivos é proteger B.
alcatraz e outras espécies endémicas da ilha; além das acdes de conservagao descritas no
ja finalizado Plano de Acdo Nacional para a conservacdao da herpetofauna insular
ameacada de extin¢do (Bataus e Reis, 2011) e no atual Plano de A¢do Nacional para a
Conservacao da Herpetofauna Ameacada da Mata Atlantica da regido sudeste do Brasil
(ICMBio, 2015). A Lista Vermelha da IUCN ainda inclui outras duas espécies de Bothrops: B.
lojanus do Equador, na categoria ameacada, e B. pirajai do Brasil na categoria vulneravel
(IUCN, 2016). Duas espécies de jararacas endémicas da Mata Atlantica também estdo
presentes na lista nacional de espécies ameacadas (Brasil, 2014) na categoria ameagada:
B. pirajai, conforme recomendado por Freitas et al. (2014) e B. muriciensis, recentemente
estudada por Freitas et al. (2012).

O conhecimento sobre a biologia reprodutiva das espécies é importante para o
manejo das espécies em cativeiro, o que tem impacto tanto para a formulacdo de
estratégias de manejo e conservacao eficazes para espécies ameacadas, quanto para a
manutencdao de um plantel vidvel para extracdo de veneno para producao de soro
antiofidico. O conhecimento sobre a biologia reprodutiva de uma espécie pode fornecer

dados sobre fecundidade e maturidade sexual, que sdo importantes para modelos
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populacionais. A aplicacao do conhecimento sobre a biologia reprodutiva no manejo de
uma espécie em cativeiro pode contribuir enormemente para o sucesso reprodutivo e
manuten¢ao de uma populagdao ex situ geneticamente saudavel. A manutencao de
plantéis geneticamente vidveis em cativeiro pode ser uma medida conservacionista
adequada para a conservacdao de algumas espécies de jararacas que apresentam
distribuicdo muito restrita (Martins, 2004), como acontece atualmente com uma
populacdo de jararaca-ilhoa, Bothrops insularis, mantida em cativeiro no Instituto
Butantan, cujo manejo e pesquisa ja resultam na producao de conhecimento relacionado
a esta espécie (e.g. Silva et al., 2015).

Nos ultimos anos foram realizados estudos de histéria natural e biologia
reprodutiva de vdrias espécies do género Bothrops que contribuiram muito para o
conhecimento sobre a reproducdo neste grupo (B. moojeni, Nogueira et al., 2003; B.
pauloensis, Valdujo et al., 2002; B. alternatus, Nunes et al., 2010; B. pubescens, Hartmann et
al., 2004; B. mattogrossensis, Monteiro et al., 2006). Recentemente, outros estudos sobre
a biologia reprodutiva de diferentes espécies de jararacas passaram a incluir analises
microscopicas do trato reprodutivo de fémeas e machos, considerando assim evidéncias
diretas para abordar eventos reprodutivos como a estocagem de esperma e a época de
producdo de gametas (Kasperoviczus, 2009, Barros et al., 2014a,b, Silva, 2015, Capitulos 1,
2 e 5 desta tese) e até mesmo a placentacdo nestas serpentes (Almeida-Santos, 2005). De
uma forma geral, os estudos sobre biologia reprodutiva de serpentes podem abordar
uma série de aspectos incluindo modos reprodutivos, ciclos reprodutivos, fecundidade,
maturidade sexual, dimorfismo sexual, e comportamentos reprodutivos como corte,
combate entre os machos e até mesmo cuidado parental pelas fémeas (Seigel e Ford,

1987, Shine, 2003, Almeida-Santos et al., 2014).
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O objetivo deste estudo € caracterizar a biologia reprodutiva do género Bothrops
abordando comparativamente a época de ocorréncia de diversos eventos do ciclo
reprodutivo de machos e fémeas, incluindo producao de gametas, periodos de cdpula,
estocagem de esperma e nascimento dos filhotes; dois parametros de fecundidade
(tamanho da ninhada e tamanho dos filhotes); o dimorfismo sexual em relacdo ao
tamanho dos individuos sexualmente maduros; e o tamanho em que a maturidade sexual
é atingida por ambos 0s sexos. Foram realizadas reconstru¢des do carater ancestral para
trés aspectos reprodutivos (fecundidade, maturidade e dimorfismo) com o objetivo de
formular hipdteses sobre a evolucdo destes aspectos reprodutivos nas jararacas e buscar
por padrdes dentro dessa linhagem, além de finalmente formular uma hipdtese sobre as
caracteristicas reprodutivas do ancestral das serpentes do género Bothrops. Sempre que
possivel foram incluidos e destacados os dados sobre as espécies de jararacas ameacadas
de extincao, considerando também as espécies de jararacas apontadas por Maritz et al.

(2016) como prioritdrias para conservacao a nivel global.

1) Material e Métodos

A coleta de dados deste estudo foi realizada a partir de uma revisao na literatura
em busca de quaisquer dados disponiveis sobre a biologia reprodutiva das espécies de
serpentes do género Bothrops. Como definicdo de Bothrops, seguimos a proposta de
Carrasco et al. (2012) que agrupa as jararacas em um grande género monofilético com 44
espécies: 42 listadas em Carrasco et al (2012) mais duas espécies de ilhas do litoral
brasileiro descritas recentemente, Bothrops otavioi (Barbo et al., 2012) e Bothrops sazimai

(Barbo et al., 2016). As filogenias utilizadas nas reconstru¢bes de cardter ancestral neste
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estudo foram adaptadas para as espécies com dados disponiveis na literatura. As
filogenias seguem preferencialmente Carrasco et al. (2012), mas para o grupo B. neuwiedi
seguimos Machado et al. (2014) e para as espécies que ndo estdo presentes nessas
filogenias seguimos Fenwick et al (2009). A espécie ameacada Bothrops pirajai ndo estd
incluida em nenhuma destas propostas filogenéticas, razao pela qual os dados sobre esta
espécie aparecem somente nas tabelas e ndo estdo incluidos nas reconstrucdes de
carater ancestral. O Programa Mesquite foi utilizado para as analises de reconstrucdo de
carater ancestral. Estas foram realizadas de acordo com o método da parcimoénia.

A forma de caracterizacdao e andlise de cada aspecto reprodutivo abordado neste
estudo serd descrita a seguir. Para caracterizar a variagdo no tamanho com que a
maturidade sexual é atingida nas jararacas, foi possivel obter dados para 11 espécies: B.
alternatus, B. atrox, B. erythromelas, B. insularis, B. itapetiningae, B. leucurus, B.
mattogrossensis, B. moojeni, B. neuwiedi, B. pauloensis e B. pubescens . Como grupo
externo foi utilizada a cascavel neotropical Crotalus durissus. O indicador usado para cada
espécie na reconstrucdo de cardter ancestral foi a porcentagem do tamanho maximo em
que a maturidade sexual € atingida para machos e fémeas, considerando como varidveis
categdricas (0) a maturidade sexual é atingida com até 40% do comprimento maximo do
corpo, (1) a maturidade sexual é alcancada com tamanho que varia entre 40 a 50 % do
comprimento maximo do corpo, (2) a maturidade sexual é alcancada com tamanho que
varia entre 50 a 60 % do comprimento maximo do corpo, (3) a maturidade sexual é
alcancada com tamanho que varia entre 60 a 70 % do comprimento maximo do corpo.
Somente as espécies para quais estavam disponiveis dados sobre o tamanho do menor
individuo maduro e do comprimento maximo registrado para cada sexo foram utilizados.

Os critérios utilizados para determinar a maturidade sexual também sdo reunidos e
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avaliados. Para o dimorfismo sexual foram considerados os dados sobre as comparagdes
entre o tamanho (comprimento rostro-cloacal de machos e fémeas) de 15 espécies de
jararacas: além das 11 espécies incluidas na andlise sobre maturidade sexual foi possivel
obter dados também para B. asper, B. diporus, B. jararaca e B. pirajai. Como grupos
externos foram utilizadas as espécies Bothrocophias hyoprora e Crotalus durissus. A
analise foi realizada utilizando duas varidveis categdricas: as fémeas sao o maior sexo ou
as fémeas ndo sdo o maior sexo (ou seja, machos maiores que fémeas ou auséncia de
diferenca no tamanho do corpo entre os sexos, como ocorre para o grupo externo C.
durissus de acordo com a populacdo estudada) (Barros et al., 2012). Em relacdo aos
parametros de fecundidade foi possivel reunir dados sobre dois parametros: o tamanho
dos filhotes e o nimero de filhotes por ninhada (tamanho da ninhada). Dados sobre 12
espécies foram reunidos sobre o tamanho dos filhotes recém-nascidos: B. alternatus, B.
atrox, B. caribbaeus, B. erythromelas, B. fonsecai, B. insularis, B. jararaca, B. leucurus, B.
mattogrossensis, B. neuwiedi, B. pubescens e B. sanctaecrucis. J& para o tamanho da
ninhada foi possivel registrar a amplitude variagao no nimero de filhotes nascidos ou de
embrides nos ovidutos para um ndmero maior de espécies, 27 no total, incluindo: B.
alcatraz, B. alternatus, B. asper, B. atrox, B. bilineata, B. brazili, B. caribbaeus, B. cotiara, B.
diporus, B. erythromelas, B. fonsecai, B. insularis, B. itapetiningae, B. jararaca, B. jararacussu,
B. lanceolatus, B. leucurus, B. lutzi, B.mattogrossensis, B. moojeni, B. neuwiedi, B. osbornei,
B. pauloensis, B. pirajai, B. pubescens, B. sanctaecrucis e B. taeniata. A analise de
reconstrucao ancestral para a fecundidade considerou o tamanho mdximo de ninhada
registrado como varidvel continua, considerando Bothrocophias microphthalmus,

Bothrocophias hyoprora e Crotalus durissus como grupos externos.
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Os dados sobre os eventos dos ciclos reprodutivos foram organizados de acordo
com 0s meses e estacbes de ocorréncia. Foram reunidos dados sobre a presenca de
foliculos em vitelogénese secunddria nos ovidutos de 17 espécies do género Bothrops. Os
dados sobre a sazonalidade da vitelogénese secunddria em Bothrops seguem a minha
interpretacdo de acordo os critérios descritos em Almeida-Santos et al. (2014), e por este
motivo os dados podem ser diferentes daqueles autores que consideraram valores pré-
estabelecidos (e.g. > 10 mm) para a diferenciacdo entre foliculos em vitelogénese
primaria e secundaria. Para determinar a época da ovulacao, isto é, a passagem dos
foliculos ovarianos vitelogénicos para o infundibulo, porcao mais anterior do oviduto, foi
utilizada a presenca de embries em estagio inicial no utero. O aspecto visual
macroscdpico dos embrides foi utilizado pelos autores dos diferentes estudos para dividir
os embrides em estagios. Nesta revisdo, para efeitos de comparacdo dividimos apenas os
embrides em estdgio inicial (presenca de grande quantidade de vitelo, embrido de
pequeno tamanho e pouco desenvolvido) e tardio (embrides completamente
desenvolvidos). Para aquelas espécies em que os trabalhos ndo reportam o estagio de
desenvolvimento dos embriGes, todos foram considerados como embrides iniciais neste
estudo. As informagdes sobre nascimentos dos filhotes sao provenientes de cativeiro,
tanto de fémeas coletadas prenhes e mantidas em cativeiro até a parturicao, quanto de
individuos mantidos em cativeiro. Foram revisados também dados sobre
comportamentos reprodutivos neste género. Os seguintes estudos foram utilizados para
caracterizar os aspectos relacionados ao ciclo reprodutivo neste género: Sdélorzano e
Cerdas, 1989, Almeida-Santos e Salomao (2002) incluindo as referéncias citadas nesta
revisao, Valdujo et al., 2002, Nogueira et al., 2003, Hartmann et al., 2004, Almeida-Santos,

2005, Monteiro et al., 2006, Giraudo et al., 2008, Kasperoviczus, 2009, 2013, Nunes et al.,



144

2010, Barros, 2011, Barros et al 2014a,b, Travaglia-Cardoso, 2011, Marques et al., 2013, Ledo
et al., 2014, Amaral, 2015, Silva, 2015, Martins e Liberato, 2016, Capitulos 1, 2 e 5 desta

tese).

2) Resultados

3.1) Dimorfismo sexual

Em todo género Bothrops e no seu grupo irmdo, género Bothrocophias, ha
dimorfismo sexual em relacdo ao tamanho (CRC) (Tabela 1). As fémeas sdo maiores que
os machos em toda esta linhagem e, portanto, a reconstrucdo de carater ancestral indica
a presenca de dimorfismo sexual com as fémeas sendo o maior sexo no ancestral das
jararacas (Fig.1). No entanto, ao incluir a cascavel C. durissus como grupo externo (esta
serpente apresenta um padrdo de dimorfismo sexual diferente com os machos sendo o
maior sexo (Almeida-Santos et al., 2005) ou ainda sem diferenca de tamanho entre os
sexos (Barros et al., 2012)), a reconstrucdo indica que a condicdo ancestral em relacdo ao
dimorfismo sexual pode ser tanto de fémeas quanto de machos como maior sexo para

este clado (Fig. 1).
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Tabela 1. Dimorfismo sexual nas espécies do género Bothrops e grupos externos

utilizados na analise de reconstrucao de carater ancestral.

Giraudo et al., 2008, Nunes et al., 2010
Solérzano e Cerdas, 1989

Silva, 2015

Martins e Liberato, 2016 pagina da UFRS
Barros et al., 2014

Marques et al., 2013

Ledo et al 2014

Almeida-Santos, 2005

Barros et al., 2014

Monteiro et al., 2006

Nogueira et al., 2003
Travaglia-Cardoso, 2011

Valdujo et al 2002

Freitas, 2008

Hartmann et al., 2004

Cisneros-Heredia et al., 2006
Solérzano e Cerdas, 1989, Almeida-Santos, 2005

Espécie Dimorfismo Referéncia
B. alternatus F>M
B. asper F>M
B. atrox F>M
B. diporus F>M
B. erythromelas F>M
B. insularis * F>M
B. itapetiningae F>M
B. jararaca F>M
B. leucurus F>M
B. mattogrossensis F>M
B. moojeni F>M
B. neuwiedi F>M
B. pauloensis F>M
B. pirajai * F>M
B. pubescens F>M

Grupos externos

Bothrocophias hyoprora F>M
Crotalus durissus M>F
F=M

Barros et al., 2012

* indicam as espécies ameacadas
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Fig. 1: Reconstrugdo de carater ancestral da condi¢do de dimorfismo sexual em relagdo ao tamanho para o
género Bothrops, utilizando Bothrocophias hyoprora e Crotalus durissus como grupos externos. Linhas
pretas: fémeas sdo o maior sexo. Linha azul: fémeas ndo sdo o maior sexo (machos sdo maiores que as
fémeas ou ndo ha diferenca de tamanho entre os sexos em diferentes populagées).

3.2) Maturidade sexual

Dentre as 11 espécies de Bothrops analisadas, pode-se considerar que o percentual
do tamanho maximo em que as fémeas alcancam a maturidade apresentou uma grande
amplitude de variagdo, com maturidade mais precoce em B. leucurus e mais tardia em B.
neuwiedi (Tabela 2). Para os machos, a amplitude de variacdo também foi grande, com
maturidade mais precoce em B. leucurus e mais tardia em B. pauloensis (Tabela 2).

Considerando que diferencas nos métodos para determinacao da maturidade podem ser
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responsaveis por diferentes resultados, apresentamos também uma relacao dos critérios
para maturidade sexual utilizados em cada estudo utilizado nesta anélise (Tabela 3).

A reconstrucdo de cardter ancestral para a maturidade sexual indicou que o
carater ancestral para maturidade nas fémeas de Bothrops é alcancar a maturidade com
tamanho que varia entre 50 a 60% do tamanho mdaximo do corpo e para os machos a

condicdo ancestral é alcancar a maturidade entre 40 a 60% do tamanho do corpo (Fig. 2).
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Tabela 2. Maturidade sexual no género Bothrops: comprimento dos menores e maiores

individuos sexualmente maduros de cada sexo.

réencia
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B. mattogrossensis
B padoenss

B. pubescens

8. akematus

C. durissus

B. insulans
, B. neuwedi

Daemhromehs
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B. moogeni
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Fig. 2: Reconstrucao de carater ancestral da maturidade sexual para machos e fémeas do género Bothrops,
utilizando Crotalus durissus como grupo externo. Amarelo: a maturidade sexual é alcancada com até 40 %
do comprimento maximo do corpo. Verde: a maturidade sexual é alcancada com tamanho que varia entre
40 a 50 % do comprimento maximo do corpo. Preto: a maturidade sexual é alcancada com tamanho que
varia entre 50 a 60 % do comprimento maximo do corpo. Vermelho: a maturidade sexual é alcancada com
tamanho que varia entre 60 a 70 % do comprimento maximo do corpo.
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3.3) Fecundidade

3.3.1) Tamanho da ninhada

Dados sobre 27 espécies de Bothrops mostram que hd grande amplitude de varia¢ao
interespecifica e intraespecifica em relacdo ao tamanho da ninhada, variando de apenas
um embrido em B. alcatraz até 86 filhotes em B. asper (Tabela 4). Mesmo espécies com
capacidade de produzir ninhadas grandes, como B. asper, B. atrox e B. leucurus também
apresentam fémeas com ninhadas pequenas entre 03 e 05 individuos (Tabela 4). A
reconstrucao de carater ancestral foi realizada utilizando o maior tamanho da ninhada
registrado para cada espécie, representando a capacidade reprodutiva maxima. Nesta
analise ndo foi considerada a influéncia do tamanho do corpo da fémea sobre o tamanho
da ninhada. Foram utilizados como grupos externos, duas espécies do género
Bothrocophias (grupo irmao de Bothrops) e a cascavel Crotalus durissus. De acordo com a
reconstru¢ao de cdrater ancestral, as fémeas da espécie ancestral das Bothrops

apresentavam um tamanho maximo de ninhada variando de 18 a 26 filhotes (Fig. 3).
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Fig. 3: Reconstrucao do carater ancestral do tamanho maximo da ninhada em Bothrops.
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Tabela 4. Tamanho da ninhada nas espécies do género Bothrops.

7 Ndmero de filhotes ou A e
Espécie embriles Referéncia
B.alcatraz * 1 Marques et al., 2002
B. alternatus 01-37 Giraudo et al.2008, Sawaya et al., 2008,

Nunes et al., 2010
B. asper 05 - 86 Soldrzano e Cerdas, 1989
B. atrox 03-43 Silva, 2015, Martins e Oliveira, 1999
B. bilineata 04 - 15 O'Shea, 2005
B. brazili 25 Cunha e Nascimento, 1981
B. caribbaeus * 30-40 Schwartz e Henderson, 1991
B. cotiara * 04 -12 Mikich & Bérnils, 2004
B. diporus 03 -09 Martins e Liberato, 2016
B. erythromelas 2-13 Barros et al., 2014
B. fonsecai 14 Sazima e Manzani, 1998
B. insularis 02 -10 Marques et al., 2013
B.itapetiningae 3-11 Sawaya et al., 2008, Ledo et al., 2014
B. jararaca 3-34 Sazima, 1992
B. jararacussu 13a37 Marques, 1998
B. lanceolatus * até 75 Schwartz & Henderson, 1991
B. leucurus 03 -29 Barros, 2011, Lira-da-Silva et al., 1994
B. lutzi 6 Borges-Nojosa e Cascon, 2005
B. mattogrossensis 18 - 37 Monteiro et al., 2006
B. moajeni 03-32 Nogueira et al., 2003
B. neuwiedi 3-12 Travaglia-Cardoso, 2011
B.osbornei 18 Campbell & Lamar, 2004
B. pauloensis 4-20 Valdujo et al., 2002
B. pirajai * 20 Argolo, 2007
B. pubescens 4-25 Hartmann et al 2004
B. sanctaecrucis 19 Harvey et al., 2005
B.taeniata 7 -17 O'Shea, 2005

* indicam as espécies ameacadas e/ou prioritarias para conservac¢do de acordo com Maritz et al (2016)
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O tamanho dos filhotes nas diferentes espécies do género Bothrops pode ser

considerado semelhante (Tabela 5), apesar das espécies atingirem tamanhos bastante

diferentes. Por exemplo, filhotes de espécies do grupo B. neuwiedi, como B. pubescens e

B. neuwiedi, que sdo espécies pequenas em relacdo a B. alternatus, possuem filhotes

recém-nascidos com tamanhos semelhantes (Tabela 5).

Tabela 5. Tamanho dos filhotes recém-nascidos em Bothrops.

Espécie Tamanho do filhote (CRC) (cm) Referéncia

B. alternatus 14,6 — 25,2 (média 21) Nunes et al., 2010

B. atrox 17 - 25, 4 cm (média 22,8) Silva, 2015

B. caribbaeus * 28 - 30 Campbell & Lamar, 2004
B. erythromelas 15,78 (média) Barros et al., 2014

B. fonsecai 20,5 - 22,9 (média 21,8) Sazima e Manzani, 1998
B. insularis * 17,4 - 28,5 (média 21,7) Marques et al., 2013

B. jararaca 25,2 (média) Almeida-Santos, 2005
B. leucurus 18 -32,5 Barros et al., 2014

B. mattogrossensis 20-23,6 Monteiro et al., 2006

B. neuwiedi 17,5-29 Travaglia-Cardoso, 2011
B. pubescens 17 -25 Hartmann et al., 2004
B. sanctaecrucis 17,7 -24 Harvey et al., 2005

*

3.4) Ciclos reprodutivos

indicam as espécies ameacadas e/ou prioritdrias para conservacdo de acordo com Maritz et al (2016)

Nesta secao serd abordada, de forma comparativa, a época de ocorréncia dos principais

eventos do ciclo reprodutivo das serpentes do género Bothrops.
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3.4.1) Vitelogénese

A vitelogénese secunddria estendida é o padrdo para as jararacas do género
Bothrops. A maioria das espécies com amostragem de um nidmero adequado de
individuos mostra a presenca de fémeas com foliculos em vitelogénese secundaria em
todas as estacdes e/ou meses do ano (e.g. B. alternatus, B. diporus, B. jararaca, B. insularis)
(Fig. 4), embora seja importante ressaltar que é comum a ocorréncia de um ndmero
maior de fémeas vitelogénicas em determinados meses do que em outros para algumas
espécies. Embora o ciclo vitelogénico possa ser bastante estendido, para muitas espécies
hd uma pausa na vitelogénese entre dezembro e janeiro (Fig. 4), época em que nascem os
filhotes. O estudo de populacbes pode revelar padrdes distintos (variacdo
intraespecifica). Por exemplo, ha variacdes interpopulacionais em relacdo a época de
ocorréncia da vitelogénese nas populacdes préximas aos oceanos Atlantico e Pacifico em
B. asper , mas por outro lado a vitelogénese se concentra em um periodo de condi¢bes
climaticas semelhantes nas duas popula¢des (Soldérzano e Cerdas, 1989). Outras espécies
mais raras como B. bilineatus e B. taeniata possuem apenas as observagdes realizadas por
Almeida-Santos e Salomdo (2002) em seu estudo sobre estocagem de esperma e
reproducao de viperideos netropicais como dado sobre o periodo de vitelogénese,

necessitando ainda da descricao do ciclo reprodutivo destas e de outras espécies.
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Fig. 4. Ocorréncia de foliculos em vitelogénese secunddria em espécies do género

Bothrops.
3.4.2) Acasalamento: corte, cdpula e combate entre os machos

Nas serpentes do género Bothrops, diferentes comportamentos reprodutivos
podem ser observados durante o acasalamento, incluindo corte, combate entre os
machos e cdpula. Embora grande parte das observacbes comportamentais tenha sido
feitas em condicbes de cativeiro, a maior parte dos registros de acasalamento ocorreu
durante os meses do final do verdo e outono (marco, abril, maio e junho), mas também
com relatos durante o inverno para B. insularis e primavera para B. moojeni, por exemplo

(Tabela 6). O combate entre os machos foi descrito apenas para espécies do grupo B.
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atrox (B. atrox, B. moojeni e B. leucurus) (Almeida-Santos & Salomao, 2002). Embora a
danca combate ndo tenha sido observada para nenhuma outra espécie de Bothrops,
recentemente Silva et al. (2013) observaram a existéncia de comportamento agonistico

entre machos de B. pauloensis em cativeiro (Tabela 6).

Tabela 6. Relatos de acasalamento para o género Bothrops

Espécie Comportamento Data Condigoes Referéncia
B. jararaca Corte e copula Maio/2008 cativeiro Silva et al. 2013
B. insularis* Acasalamento Agosto/Setembro Vida livre Amaral, 1921
B. insularis* Corte Marco/Maio/Julho Vida livre Marques et al., 2013
B. insularis* Corte Junho Cativeiro Marques et al., 2013
B. insularis * Acasalamento Junho Cativeiro Marques et al., 2013
B. pubescens Corte Margo Vida livre Hartmann et al., 2004
B. pubescens Corte Julho/Agosto Cativeiro Hartmann et al., 2004
B. pubescens Acasalamento Julho/Agosto Cativeiro Hartmann et al., 2004
B. jararacussu Corte e copula 01/junho/2008 Cativeiro Silva et al. 2013
B. jararacussu Acasalamento Maio/Junho Cativeiro Lula etal., 1993
B. pauloensis Corte e copula Maio/2008 Cativeiro Silva et al. 2013
B. pauloensis Comportamento Maio/2008 Cativeiro Silva et al. 2013
agonlstlco entre
machos
B. alternatus Acasalamento Maio/Junho Cativeiro Araujo and Ely, 1980
B. alternatus Acasalamento Fevereiro Cativeiro Pezzano, 1986
B. neuwiedi Corte e copula Maio/2008 Cativeiro Silva et al. 2013
B. erythromelas Acasalamento Abril/maio Cativeiro Machado e Cotta, 1998
B. erythromelas Corte e copula 20/Maio/2008 Cativeiro Silva et al. 2013
B. bilineata Cépula Julho/agosto Cativeiro Argolo, 1996
B. atrox Combate entre Margo/Abril Cativeiro Cardoso et al., 1993
machos
B. atrox Acasalamento Marco/Abril Cativeiro Fernandes et al., 1993
B. leucurus Combate entre Maio Cativeiro Almeida-Santos e
machos Salomdo, 2002
B. leucurus Acasalamento Maio Cativeiro Almeida-Santos e
Salomao, 2002
B. moojeni Combate entre Abril e Maio Cativeiro Leloup, 1975, Almeida-
machos Santos e Salomao, 2002
B. moojeni Copula 07/outubro/2008 Cativeiro Silva et al. 2013
B. moojeni Acasalamento Marco/Abril/Maio Cativeiro Leloup, 1975
B. asper Acasalamento Margo a Junho ? Solorzano & Cerdas, 1989;
Sasa et al., 2009
B. asper Acasalamento Setembro a ? Solorzano & Cerdas, 1989;
novembro Sasa et al., 2009
B. caribbaeus * Acasalamento Margo e abril ? Daltry, 2009

* indicam as espécies ameacadas e/ou prioritarias para conservacdo de acordo com Maritz et al (2016)
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3.4.3) Plugs copulatdrios

Kasperoviczus e Almeida-Santos (2012) descobriram a existéncia de plugs
copulatdrios nas jararacas do género Bothrops. Em animais fixados, observei que os plugs
copulatdrios possuem uma aparéncia gelatinosa e cor amarela esbranquicada quando
observados no limen da vagina apds corte transversal do érgao para coleta e andlise
histolégica (Fig. 5). Em relacdo a composicdo, andlises histoquimicas dos plugs
copulatérios de B. alternatus revelaram a presenca de carboidratos (PAS +) e
glicosaminoglicanos carboxilados (AB) (Capitulo 5). Os plugs copulatdrios ja foram
observados em todas as estacdes do ano em fémeas de Bothrops (Capitulos 1, 4 e 5 desta

tese) (Fig. 6).

Fig. 5: Plug copulatdrio (*) na vagina de uma fémea de Bothrops alternatus .
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Plugs copulatérios

Jan Fev Mar Abr Maio Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

B. mattogrossensis x x

B. marmoratus X

B. pauloensis x x x
B. neuwiedi x x
B. cotiara X

B. alternatus x x x x x x

Fig. 6. Sazonalidade de ocorréncia de plugs copulatérios encontrados na vagina de

diferentes espécies de Bothrops.

3.4.4) Estocagem de esperma

A estocagem de esperma em Bothrops ocorre em duas porcdes do oviduto: em
sulcos na juncdo Utero-vaginal (JUV) e em glandulas que funcionam como receptdculos
de estocagem de esperma no infundibulo posterior (Almeida-Santos e Salom&o, 2002,
Almeida-Santos, 2005, Nunes et al., 2010, Kasperoviczus, 2013, Barros et al., 201443, Silva et
al., 2015, Amaral et al., 2015, Capitulo 1 desta tese).

Almeida-Santos e Salom&o (2002) realizaram um amplo estudo sobre reproducao
de viperideos neotropicais incluindo 13 espécies de Bothrops, no qual descreveram a
presenca de uma contra¢do muscular na jun¢ao Utero-vaginal, nomeada pelas autoras
como UMT “uterine muscular twisting”. A hipdtese para a fun¢gao do UMT é que esta
contracao mantenha os espermatozdides estocados nessa porcao do oviduto durante
todo o outono e inverno, impedindo sua passagem para as por¢des mais craniais do
oviduto, como utero e infundibulo, até o momento da ovulacdo na primavera (Almeida-

Santos & Salomado, 1997, 2002). As autoras examinaram 162 fémeas de diferentes
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espécies do género Bothrops trazidas vivas ao Instituto Butantan e realizaram esfregacos
da cloaca para busca por espermatozdides, encontrados vivos em fémeas de B.
alternatus, B. ammodytoides, B. bilineatus, B. insularis, B. itapetiningae, B. jararaca, B.
jararacussu, B. leucurus, B. moojeni, B. neuwiedi, B. leucurus e B. taeniatus, no final do
outono (junho) e inverno (Almeida-Santos & Salomao, 2002). A UMT ja foi observada em
fémeas em vitelogénese primdria, secundaria (Almeida-Santos e Salomdo, 2002,
Kasperoviczus, 2013, Barros et al., 2014) e até mesmo prenhes (Silva, 2015, capitulo 1 desta
tese). Em funcdo da baixa taxa de ocorréncia da UMT em B. erythromelas, Barros et al.
(2014) sugeriram que a UMT seja um carater polimdrfico nesta espécie, propondo que a
estocagem por este mecanismo especifico ndo seja obrigatdria para esta espécie.

Nos ultimos anos foram realizados estudos sobre a biologia reprodutiva de
diferentes espécies de Bothrops, incluindo andlises microscépicas da UMT de B. jararaca
(Almeida-Santos, 2005, Kasperoviczus, 2013) B. insularis (Kasperoviczus, 2009), B.
alternatus (Nunes et al., 2010), B. leucurus (Barros et al., 2014) e B. atrox (Silva, 2015). Em
B. insularis, espermatozdides foram observados na JUV na presenca de UMT durante o
outono, inverno e a primavera (Kasperoviczus, 2009). Para B. leucurus, esperma estocado
foi observado na UMT de uma fémea coletada durante o outono (Barros et al., 2014a).
Nestes estudos apenas a UMT foi coletada para andlise histoldgica nao havendo uma
forma de controle, ou seja, ndo foram coletadas outras porc¢des do oviduto, tampouco a
JUV sem a presenca de UMT. Kasperoviczus (2013) foi a primeira a descrever a estocagem
de esperma no infundibulo para o género Bothrops, na serpente B. jararaca, na qual
esperma foi encontrado na UMT e infundibulo de fémeas amostradas durante o verao,
outono e inverno. Em B. atrox, esperma foi observado tanto na JUV (UMT), quanto no

infundibulo, em marco e abril (Silva, 2015). Para as espécies do grupo B. neuwiedi,
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amostras de todas as regides do oviduto foram coletadas e esperma foi encontrado entre
fevereiro e mar¢o, na JUV de B. diporus na presenca de UMT; na JUV de B. neuwiedi na
auséncia e presenca de UMT; e em B. marmoratus na JUV e nos receptaculos de esperma

do infundibulo posterior (Capitulo 1 desta tese).
3.4.5) Ovulacdo e prenhez

A ovulacdo no género Bothrops ocorre a partir de junho (outono), com registros para B.
moojeni (Nogueira et al., 2003), B. itapetiningae (Ledo et al., 2014) e B. pauloensis (Capitulo
1). Fémeas de B. atrox da Amazdnia apresentaram embriGes tardios em julho e agosto

(inverno) (Silva, 2015), antes de todas as outras espécies do género (Fig. 7).
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Fig. 7. Variacdao sazonal da presenga de embrides iniciais e tardios no género Bothrops.



162

3.4.6) Nascimento dos filhotes

O nascimento dos filhotes estd concentrado no periodo de dezembro a abril
(verdo até inicio do outono) para a maioria das espécies, mas ha uma ampla gama de
variacao. Bothrops atrox da Amazénia possui o periodo de nascimento de filhotes mais
extenso registrado para o género (Silva, 2015). Bothrops asper apresenta periodos
diferentes para o nascimento dos filhotes nas populacdes das versGes dos oceanos

Atlantico e Pacifico na Costa Rica (Soldrzano & Cerdas, 1989, Sasa et al., 2009) (Fig. 8).

Nascimento dos filhotes ~
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Fig. 8. Epoca de nascimento dos filhotes nas espécies do género Bothrops.
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3.4.7) Ciclo reprodutivo dos machos: espermatogénese, segmento sexual renal e

estocagem no ducto deferente

Em comparag¢dao com a quantidade de dados disponiveis sobre o ciclo reprodutivo
das fémeas de jararacas, ha uma quantidade de dados significativamente menor
disponivel para o ciclo reprodutivo dos machos. Dados obtidos por meio de analises de
microscopia das gobénadas para determinacao da época de produgao dos
espermatozdides, incluindo em alguns casos andlises do ducto deferente e segmento
sexual renal, estdo disponiveis para algumas espécies de Bothrops: B. leucurus (Barros et
al., 2014a), B. erythromelas (Barros et al., 2014b), B. jararaca (Almeida-Santos, 2005,
Kasperoviczus, 2013), B. insularis (Kasperoviczus, 2013), B. atrox (Silva, 2015), B. alternatus
(Amaral, 2015, Capitulo 5 desta tese), B. neuwiedi (Travaglia-Cardoso, 2011) e B. pubescens
(Capitulo 2 desta tese).

Para Bothrops leucurus, da Mata Atlantica do Brasil, foram estudadas
separadamente duas popula¢des nos Estados da Bahia e Espirito Santo, com diferentes
padrdes de pluviosidade (chuvas constantes ao longo do ano versus periodo chuvoso e
de seca). As duas populacdes apresentaram o mesmo padrdao de ciclo com pico
reprodutivo simultaneo a estacdo de acasalamento (verdo e outono). A espermiogénese
ocorreu durante o verdo e outono, seguida de um periodo de regressao do epitélio
seminifero durante o inverno e recrudescéncia na primavera. Nesta espécie, um epitélio
mais alto e com criptas, caracteristico da ampulla ductus deferentis, foi observado
somente durante o outono, estacdo de acasalamento observada para a espécie (Barros et
al., 2014b). Em B. atrox da Amazénia, espécie filogeneticamente préxima de B. leucurus,

as analises histoldgicas indicaram presenca de atividade testicular durante todo ano, com
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espermiogénese e hipertrofia do SSR de novembro a abril (Silva, 2015). Regressao
testicular foi observada de fevereiro a julho e regressdo do SSR de maio a outubro (Silva,
2015).

Nesta tese apresentei dados sobre a populacdo de B. alternatus do Rio Grande do
Sul, na regido sul do Brasil (Capitulo 5 desta tese). Esta espécie apresenta ampla
distribuicao que pertence ao grupo mais basal do género Bothrops. Assim como para
outras espécies de Bothrops, observei variabilidade em relacdo ao estagio de atividade
testicular e do segmento sexual renal dentre os individuos amostrados em uma mesma
estacdo. A espermatogénese tem inicio no verdo e atinge um pico entre o final do verao
(mar¢o) e o outono. A espermiogénese foi observada no final do verdo, ao longo do
outono e no inicio do inverno (julho) (Capitulo 5 desta tese). A espermiogénese pode se
prolongar pelo inverno até agosto em B. alternatus (Amaral, 2015). A regressdo testicular
também variou entre os individuos, comecando no fim do verdo e continuando pelo
outono. A regressdo total do epitélio foi observada somente na primavera (Capitulo 5
desta tese). Amaral (2015) considerando amostras que incluem popula¢des das regides
sul, sudeste e centro-oeste do Brasil observou regressao testicular entre julho (inverno) e
novembro (primavera), recrudescéncia testicular entre outubro e fevereiro com
hipertrofia do SSR durante periodos prolongados do outono até a primavera (abril a
novembro). Em meu estudo com B. alternatus do sul do Brasil observei hipertrofia do SSR
em todas as estacdes do ano, porém ndo em todos os individuos da populacdo (Capitulo 5
desta tese). O pico de hipertrofia do SSR foi observado durante a primavera e verdo, com
decréscimo dos parametros analisados durante o outono e inverno (Capitulo 5 desta
tese). Foi identificada a presenca de proteinas e carboidratos nas secrecdes do segmento

sexual renal de B. alternatus (Capitulo 5 desta tese).
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Para o grupo B. jararaca, ha a caracterizacdo do ciclo dos machos de B. jararaca do
continente (Kasperoviczus, 2013) e de B. insularis da llha da Queimada Grande
(Kasperoviczus, 2009). O ciclo testicular de B. jararaca é caracterizado por um periodo de
repouso durante o outono e inverno, seguido pela recrudescéncia na primavera e
espermiogénese no verao, com pico de hipertrofia do SSR durante a primavera e verao,
ou seja, simultaneamente ao pico de atividade no testiculo (Kasperoviczus, 2013). Apesar
do parentesco préximo com B. jararaca, Bothrops insularis apresenta um padrao diferente
para o ciclo reprodutivo dos machos. No final da primavera comeca a regressao do
epitélio seminifero e durante o verdo o testiculo permanece em repouso, ou seja, com
epitélio regredido. No outono ocorre o inicio da espermiogénese, que continua durante o
inverno. No final do inverno ocorre a diminuicdo da atividade espermatogénica, que é
intensificada novamente no inicio da primavera (Kasperoviczus, 2009).

Para o grupo B. neuwiedi ha dados disponiveis sobre o ciclo dos machos de B.
pubescens do sul do Brasil (Capitulo 2), B. erythromelas (Barros et al., 2014b) e B. neuwiedi
(Travaglia-Cardoso, 2011). Além disso, hd estudos nossos em andamento com B.
pauloensis, B. mattogrossensis, B. neuwiedi e B. marmoratus. Para B. pubescens, a
descricao do ciclo incluiu andlises histoldgicas dos testiculos, ductos deferentes e rins,
além de uma andlise sobre a influéncia dos parametros climaticos sobre as varidveis
reprodutivas. O pico reprodutivo dos machos ocorre entre o verdao e outono, com
ocorréncia de espermiogénese e pico de atividade do segmento sexual renal nestas
estacbes. Ha grande variabilidade entre os individuos em relacdo a época de ocorréncia
dos demais estagios espermatogénicos, com observacbes dos estagios de regressao
durante outono, inverno e primavera; e recrudescéncia observada a partir do inverno,

seguindo pela primavera e verdo. Para o SSR, ocorre diminuicao da atividade durante o
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inverno e a primavera (Capitulo 2 desta tese). Para B. neuwiedi, ha o relato de atividade
espermatogénica na primavera com diminui¢do no verdo (Travaglia-Cardoso, 2011).

O estudo do ciclo reprodutivo dos machos de Bothrops erythromelas, da caatinga
do Brasil, contou com poucos exemplares para andlise histoldgica, porém incluiu a andlise
microscépica dos testiculos, ductos deferentes e dos rins (SSR) (Barros et al., 2014b).
Assim como para B. pubescens, também ha variabilidade intraespecifica em relacdo aos
estdgios reprodutivos observados entre os individuos dentro de uma estacdo (Barros et
al., 2014b). A maioria dos machos é reprodutivamente ativo entre a primavera e o verao, e
inativo durante o outono e inverno. No inicio do verdo (dezembro), os machos
apresentaram testiculos em regressao com a presenca de alguns espermatozdides
remanescentes da estacdo reprodutiva anterior no limen dos tubulos seminiferos.
Individuos com epitélio seminifero nos estagios de recrudescéncia e espermiogénese
(com presenca de grande quantidade de esperma no Iimen) foram observados durante o
restante do verdo (janeiro a mar¢o). J4 durante o outono e inverno (abril, junho e julho)
ocorreu a regressao total do epitélio seminifero. Por outro lado, alguns machos de B.
erythromelas ja iniciaram (estdgio de recrudescéncia) ou completaram (estagio de
espermiogénese) a producdo de esperma durante o inverno. Na primavera foi observada
a espermiogénese com grande quantidade de espermatides e presenca de esperma no
limen dos tubulos seminiferos (Barros et al., 2014b). Em relacdo ao ciclo do segmento
sexual renal, para B. erythromelas, todos machos apresentaram algum grau de
hipertrofia, categorizando o SSR como moderadamente ou fortemente hipertrofiado. A
maioria dos machos apresentou SSR com forte hipertrofia durante a primavera e verao, e
hipertrofia moderada do SSR durante o outono e inverno, porém com muitas variacdes

entre os individuos da espécie em relacdo a este padrao (Barros et al., 2014).
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Sobre o ciclo do ducto deferente, as espécies estudadas apresentaram presenca
de esperma no ducto ao longo do ano todo (Kasperoviczus, 2009, 2013, Barros et al,,
2014a,b, Silva, 2015, Amaral, 2015, Capitulos 2 e 5 desta tese). Entre as espécies estudadas,
a morfologia do ducto deferente em Bothrops é semelhante: epitélio baixo e
pseudoestratificado sobre uma membrana basal, que é circundada externamente por
uma camada muscular circular e uma serosa. Em alguns machos, na regido distal do
ducto, o epitélio é mais alto com projecdes irregulares e formacao de criptas,
caracterizando a presenca da ampulla ductus deferentis (Barros et al., 2014a,b, Capitulos
2 e 5 desta tese). Para B. erythromelas foram realizadas andlises histoquimicas na regido
distal do ducto deferente, com e sem a presenca de ampulla ductus deferentis e nao
foram observadas diferencas nos resultados em funcdo da conformacdo do ducto (Barros
et al., 2014a). Reacdes positivas ao azul de bromofenol e PAS ocorreram na por¢ao apical
das células epiteliais do ducto deferente, inclusive na ampulla, indicando a presenca de
proteinas e carboidratos, respectivamente (Barros et al., 2014a). No citoplasma das
células epiteliais as rea¢des foram negativas, mas houve uma reacao positiva ao PAS em
uma massa de material secretor no [limen do ducto, embora este material ndo estivesse

em contato com o esperma (Barros et al., 2014a).

4.) Discussao

Muitos estudos envolvendo diversos aspectos reprodutivos de diferentes espécies
do género Bothrops foram publicados desde a primeira revisao dos dados sobre o tema,
realizada por Almeida-Santos e Salom&o (2002), em seu estudo sobre a reproducdo das

serpentes “pitvipers” da regidao neotropical com énfase nas espécies do género Bothrops.
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Estas autoras elaboraram a hipdtese de que o padrao reprodutivo observado no género
Bothrops representa a retencdao de um padrao ancestral ao longo desta linhagem
filogenética, propondo que as diferencas climaticas entre os ambientes ocupados pelas
espécies atualmente ndo teriam um papel importante na determinacdao dos eventos
reprodutivos neste género. Corte, acasalamento e combate ocorreriam no outono (de
abril a junho); vitelogénese e estocagem de esperma nas fémeas por meio do UMT
durante o outono e inverno (Julho a Setembro); fertilizacdo na primavera (outubro a
dezembro) e, finalmente, o nascimento dos filhotes ocorreria na estacdo chuvosa,
durante o verdo (janeiro a mar¢o) (Almeida-Santos & Saloméao, 2002).

Apesar da biologia reprodutiva no género Bothrops permanecer totalmente
desconhecida para algumas espécies, especialmente para aquelas raras e/ ou com pouca
representatividade em colec¢des cientificas (e.g. B. jonathani, B. medusa, B. pulchra, B.
roendigeri, B. barnetti, entre outras), ou ainda permanecer pouco conhecida mesmo para
espécies bem amostradas, especialmente em rela¢ao ao ciclo reprodutivo dos machos
(para o qual é importante contar com andlises microscépicas para uma compreensao
adequada dos eventos reprodutivos), o conhecimento disponivel hoje ja nos permite
propor novas hipdteses sobre os padrdes reprodutivos no género Bothrops. Este padrao
parece ser influenciado tanto pela inércia filogenética quanto pelas caracteristicas
ambientais atuais, em funcao da plasticidade reprodutiva observada em alguns individuos
e espécies.

A vitelogénese estendida ao longo da maior parte do ano € um fator comum para
a maioria das espécies de Bothrops. Este padrao pode ser explicado pela variabilidade
intraespecifica em relacdao a época de inicio da vitelogénese e/ou velocidade da deposicao

de vitelo entre as fémeas. Como o conhecimento sobre os ciclos reprodutivos das



169

jararacas foi construido por meio de andlises do trato reprodutivo de animais depositados
em colegdes cientificas, devemos considerar que estes animais foram coletados ao longo
de um periodo geralmente extenso e que desta forma, as fémeas estavam sujeitas a
diferentes condicdes ambientais, que podem ter influenciado a plasticidade observada
em relacdo a ocorréncia da vitelogénese secunddria. Ja foi demonstrado que as taxas de
deposicao de vitelo nos foliculos podem variar entre os individuos de acordo com fatores
como niveis hormonais (Cree et al., 1991) ou condicdo corpdrea (Reading et al., 2004). A
condicdo corpdrea estad ligada a quantidade de alimento consumido pelo animal, que por
sua vez, tem relacdo com a disponibilidade de presas, cujas flutuacdes populacionais
podem estar sujeitas as condicdes ambientais. Considerando todas estas questdes, a
ocorréncia de vitelogénese secunddria continua ou estendida ao longo da maior parte do
ano nao pode ser utilizada isoladamente como indicador confidvel de que os ciclos
reprodutivos sejam continuos para espécies de serpentes (Mathies, 2011), inclusive
jararacas, ja que espécies com amostragem adequada como B. erythromelas e B. leucurus
apresentam vitelogénese estendida em ciclos marcadamente sazonais, ou seja, com
periodo restrito de ocorréncia de embriées nos ovidutos e nascimento dos filhotes
(Barros et al., 2014a,b).

A grande maioria dos dados disponiveis sobre a estagdo de acasalamento é
proveniente de dados obtidos em cativeiro e indica que esta ocorra entre o final do verdo
e 0 outono nas espécies deste género. Hd também um ndmero menor de observac¢bes de
comportamentos reprodutivos em outras estacdes como inverno e primavera. Podemos
considerar também algumas evidéncias indiretas para a época de acasalamento, como a
presenca de plugs copulatdrios e a hipertrofia do segmento sexual renal, que geralmente

ocorre simultaneamente a época de acasalamento em serpentes (Krohmer, 2004, Rojas
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et al., 2013). H4 dados disponiveis sobre o ciclo do SSR para poucas espécies de jararacas,
mas se a hipertrofia do SSR coincidir com a época de acasalamento neste género, isso
quer dizer que a época de acasalamento pode ser mais varidvel nesta linhagem, ou em
outras palavras, ocorrer também na primavera. Para a maioria das espécies de jararacas
cujo ciclo do SSR foi estudado, foi observado um pico do SSR durante a primavera e o
verdao (B. alternatus, Capitulo 5 desta tese; B. jararaca, Kasperoviczus 2013; B.
erythromelas, Barros et al., 2014; e B. atrox com hipertrofia estendida até o inicio do
outono - abril, Silva, 2015). J& o pico do SSR para B. pubescens ocorreu durante o verdo e
outono (Capitulo 2 desta tese), estacdo de acasalamento conhecida para o género. Barros
et al. (Capitulos 4 e 5 desta tese) sugeriram que a presenca do plug copulatério na
primavera poderia ser considerada como um indicativo de cdpula recente caso o plug
durasse pouco tempo na vagina, como em T. sirtalis, espécie para qual o plug gelatinoso
permanece na vagina por um periodo de 2 a 3 dias (Friesen et al., 2013, Shine et al., 2000).
O plug foi observado em fémeas de B. alternatus e B. mattogrossensis com prenhez
recente (Capitulos 1 e 5 desta tese). Porém, apesar dos embribes provavelmente
apresentarem uma idade superior a trés dias em fun¢ao de seu tamanho em B.
mattogrossensis (Capitulo 1), o que nos leva a crer que os plugs copulatdrios permanecam
por um tempo maior na vagina das jararacas do que permanecem em T. sirtalis, ndo esta
descartado o uso da presenca do plug como indicador de cdpula recente, uma vez que
em fung¢ao da sua composicao, o plug provavelmente dure poucas semanas. De qualquer
forma, até que sejam realizadas novas observacdes com métodos apropriados, ndo ha
como determinar a duracao do plug copulatdrio em Bothrops.

A funcdo do plug copulatdrio das jararacas também ainda ndo é conhecida. Para

outras espécies de répteis Squamata, o plug pode funcionar como um espermatdéforo, um
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“tampao” (impedindo o vazamento de esperma), ou como um mecanismo de guarda
copulatdria passivo, no qual o plug funciona como um cinto de castidade, tornando a
fémea menos atraente para outros machos apds a cépula (Friesen et al., 2013, Moreira et
al., 2007, Shine et al., 2000). Interessante notar que para as jararacas, a mesma espécie
pode apresentar mecanismos de guarda passiva (plug copulatdrio) (obs. pess. para B.
moojeni) e ativa (combate entre os machos) da fémea (Almeida-Santos & Salomao, 2002),
como no caso de B. moojeni, uma espécie do grupo B. atrox, linhagem a qual esta restrita
o comportamento de combate entre os machos no género Bothrops.

Nos géneros de serpentes em que ocorre o combate, os machos tendem a ser
maiores que as fémeas (Almeida-Santos e Salomao, 2002), mas para as jararacas do grupo
B. atrox o padrdo do dimorfismo sexual no género Bothrops com fémeas maiores que
machos se mantém também para estas espécies, representando a retencao do padrao
ancestral, provavelmente por influéncia da inércia filogenética, dada a auséncia de
variabilidade entre as espécies apesar da presenca ou auséncia de combate entre os
macho. H4 pressao seletiva para um maior tamanho ndo sé para os machos (em caso de
combate), mas também para as fémeas. Machos maiores e mais fortes tém maior
probabilidade de serem vitoriosos nos combates e assim terem acesso as fémeas para
reproduzir e deixar descendentes (Shine, 1978, Shine, 1980, Madsen & Shine, 1993). Por
outro lado, hd também pressao seletiva para o aumento do tamanho nas fémeas uma vez
que a fecundidade é dependente do tamanho, ou seja, fémeas maiores produzem
ninhadas maiores (Shine, 1994).

ApoOs o periodo de acasalamento nas jararacas, que primariamente ocorre no
outono, hd um periodo de estocagem de esperma em funcdo da dissociacao entre os

periodos de cdpula e ovulacdo (Almeida-Santos e Salomao, 2002, Barros et al., 2014a,b,
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este trabalho). Em relacdo a duracdo da estocagem de esperma, as espécies e individuos
parecem diferir em relacdo ao tempo de estocagem de esperma e também em relacao a
estratégia utilizada. Ha dois sitios no oviduto onde a estocagem de esperma foi descrita
para Bothrops: JUV e infundibulo posterior (Almeida-Santos & Salomdo, 2002,
Kasperoviczus, 2009, Barros et al., 2014a,b, Kasperoviczus, 2013, Silva, 2015, Amaral, 2015,
Capitulo 1 desta tese). Este é um cardter comum a outras espécies de serpentes, pois a
estocagem de esperma nestas por¢Ges € conhecida para as serpentes em geral (Siegel et
al., 2011, Almeida-Santos et al., 2014, Rojas et al., 2015). Na JUV, Almeida-Santos & (2002)
Salomdo descreveram a estratégia da contorcdo muscular uterina (“UMT” - sigla em
inglés para “uterine muscular twisting”), propondo que esse funcione da seguinte forma:
apds a cépula no outono, ocorre a formacdo da contorcdo (UMT) na JUV das fémeas,
bloqueando a passagem do esperma para outras por¢des mais craniais do oviduto. O
esperma permanece estocado na UMT durante todo outono e inverno, ascendendo pelo
Utero até o infundibulo somente na primavera quando a contor¢do na JUV (UMT) se
desfaz e ocorre a ovulacdo (Almeida-Santos e Salom&o, 1997, 2002). Embora para a
cascavel C. durissus, que possui ciclo mais marcadamente sazonal, esse esquema se
aplique bem (Almeida-Santos, 2005, Barros et al., 2012), considerando as diferentes
espécies do género Bothrops ha grande variacao em relacdao ao uso desta e de outras
estratégias, representadas principalmente por diferencas no “timing” de ascensdao do
esperma para estocagem no infundibulo e para a fertilizacao. Por exemplo, no oviduto de
uma fémea de B. marmoratus coletada na estacdo de acasalamento foi observado
esperma no infundibulo, inclusive dentro de receptdculos de esperma, e na JUV, cujo
aspecto macroscépico era liso, sem a presenca da UMT (ainda ndo documentada para

esta espécie) (Capitulo 1 desta tese).



173

A UMT ja foi observada em uma série de espécies do género Bothrops e na
cascavel neotropical C. durissus (Almeida-Santos & Salom3o, 1997, 2002, Almeida-Santos,
2005, Kasperoviczus, 2009, Barros et al., 2012, 2014a,b, Kasperoviczus, 2013, Silva, 2015,
Amaral, 2015, Capitulos 1 e 5 desta tese), além de terem sido conduzidos estudos sobre
sua formacdo (Yamanouye, 2004) e caracteristicas do esperma estocado em seu interior
(Marinho et al., 2009). Hd também questionamentos sobre a fun¢do do UMT em rela¢do a
estocagem de esperma (Siegel & Sever, 2006). Os primeiros a descrever a presenca da
contor¢cdo foram Nilson & Andrén (1982) na serpente Vipera berus. Estes autores
propuseram que a secrecdo produzida pelo SSR dos machos, introduzida na vagina da
fémea durante a cdpula, seja responsavel por induzir a formacao da contracdo na JUV,
provocando um bloqueio parcial da regidao para entrada de esperma de cdpulas
subsequentes com outros machos. Assim, essa contor¢ao funcionaria como um plug
copulatdrio, conferindo uma vantagem seletiva aos machos que copularem primeiro com
as fémeas por meio de vantagens relacionadas a competicdo espermdtica (Nilson &
Andrén, 1982, Andrén & Nilson, 1987). Stille et al. (1986) conduziu alguns experimentos e
propds que a fun¢do desta contra¢ao na JUV seria para diminuir a perda de esperma por
vazamento, j& que a contracao ndo impedia o esperma de cdpulas subsequentes de
entrar no Utero. Almeida-Santos & Salomdo (1997) observaram espermatozdides no
interior desta contracao em C. durissus e propuseram que a contragdo tivesse esta funcao
de estocagem de esperma a longo prazo (cf. Schuett, 1992), propondo o uso da
nomenclatura UMT em Almeida-Santos & Salomao (2002). A JUV é um sitio de estocagem
de esperma em serpentes (Rojas et al., 2015) e ha diversas evidéncias de que a UMT tenha
uma funcdo relacionada a estocagem de esperma como a maior taxa de encontro de

esperma estocado na presenca da contor¢cao do que em sua auséncia, e também em
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relacao ao infundibulo que é o outro sitio de estocagem de esperma conhecido para o
género (Capitulo 1 desta tese). Além disso, o arranjo paralelo dos espermatozoides com
orientacdo das cabecas em direcdo ao epitélio na UMT de B. moojeni (Almeida-Santos et
al., dados ndo publicados) esta relacionado a reducdo da atividade espermatica para
diminuicao dos gastos energéticos, caracteristicas relacionadas a estocagem de esperma
(Fox, 1956).

Independente da porcao do oviduto onde o esperma permaneca estocado ha
também a questdo do tempo de estocagem de esperma no trato reprodutivo da fémea.
Considerando o outono como estacao de acasalamento, enquanto algumas espécies de
jararacas parecem estocar esperma durante o outono e inverno e ovular somente na
primavera, com concentracao dos nascimentos no verao, outras espécies, especialmente
populacdes de regibes com altas temperaturas ao longo do ano todo como o Norte,
Nordeste e Centro-Oeste do Brasil apresentam o inicio da ovulacdo a partir do outono
(junho), seguindo pelos meses de inverno (julho, agosto e setembro) até a primavera.
Nestes locais onde nao ha realmente uma estacdo fria, caracteristica do inverno, as
condi¢bes ambientais sdo favoraveis para o desenvolvimento embriondrio em qualquer
época do ano e teoricamente possibilitam esse tipo de plasticidade. Na cascavel
neotropical, Crotalus durissus, a sazonalidade dos eventos reprodutivos é bem mais
marcada, com acasalamento durante o final do verao e outono, estocagem de esperma
durante o outono e inverno, ovula¢ao na primavera e nascimentos do verdo até o inicio
do outono (Almeida-Santos, 2005, Barros et al., 2012). Hoyos-Argaez (2012) estudou
diferentes populacdes de cascavel do Brasil e corroborou a presenca deste padrao

conservativo nos eventos reprodutivos das fémeas de C. durissus, com apenas uma fémea
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da regiao Centro-Oeste apresentando ovula¢dao antecipadamente, ainda no “inverno”,
diferente das jararacas para as quais este evento pode ser considerado comum.

Todavia, até este momento, apenas para B. atrox da Amazodnia (Silva, 2015) ha
dados que refletem a plasticidade observada nos periodos de ovula¢do e prenhez no
periodo de nascimento, que para esta espécie foi observado a partir de agosto
(“inverno”). A maior parte dos nascimentos no género Bothrops é concentrada no verdo,
podendo ter inicio ainda na primavera e prolongar-se até o inicio do outono, dependendo
da espécie. Estes dados corroboram a hipdtese de ciclos reprodutivos sazonais em
Bothrops (Almeida-Santos e Salomao, 2002). Para Bothrocophias hyoprora e Bothrocophias
microphthalmus, espécies que pertencem ao grupo irmdo de Bothrops, foi registrada a
parturicdo durante o verdao (dezembro e janeiro) (Cisneros-Heredia et al., 2006), na
mesma época que para as jararacas do género Bothrops. Esse periodo de nascimento
conservado ao longo da linhagem provavelmente representa a retencdao de uma
caracteristica ancestral e a variabilidade observada em B. atrox, uma novidade evolutiva.
Em B. alternatus também foram observados nascimentos em periodos ‘“alternativos”,
porém provavelmente influenciados pelas condicbes de cativeiro. A prenhez durante as
épocas mais quentes do ano proporcionam condi¢Oes ideais para o desenvolvimento
embriondrio em animais ectotérmicos e viviparos (Ji et al., 2007), como as jararacas. Essa
hipdtese se aplica bem aos ciclos reprodutivos de serpentes “pitvipers” da regiao
temperada, onde as esta¢des sdo bem marcadas (Aldridge e Duvall, 2002, Almeida-Santos
e Salomao, 2002), mas pode ser questionada para as espécies que vivem em ambientes
com temperatura alta ao longo do ano, como B. erythromelas da caatinga, para a qual a
prenhez e época de nascimentos apresentam forte sazonalidade apesar de a temperatura

ambiente proporcionar condi¢c6es para um desenvolvimento embrionario normal (Barros
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et al., 2014b). Ha outra hipdtese que relaciona a época de nascimento em Bothrops com
os padrbes de precipitacdo. O verdao é também a estacao chuvosa, onde ocorre maior
disponibilidade de presas (e.g. anuros) para os filhotes de jararacas (Martins et al., 2002),
que teriam assim maiores chances de sobrevivéncia neste periodo em relacdo a estacao
seca (Almeida-Santos & Salom&o, 2002).

O numero de filhotes por ninhada é bastante varidvel no género Bothrops e
mesmo espécies que alcancam grandes tamanhos e que podem ter ninhadas grandes,
também apresentam fémeas em suas popula¢Ges que produzem ninhadas pequenas.
Sobre esta questdo, Barros (2011) discute que, dentre as teorias de histdria de vida ha
mais de uma explicagdo possivel para este fendbmeno. Uma delas envolve a
disponibilidade de presas no ambiente. Em cativeiro, experimentos demonstram que a
disponibilidade de alimento pode afetar o tamanho da ninhada em serpentes: fémeas que
receberam uma quantidade menor de presas produziram ninhadas menores em
comparacao com serpentes que receberam uma dieta mais caldrica (Ford & Seigel, 1989,
Seigel & Ford, 1991). Para Bonnet et al. (2000), a existéncia de fémeas pequenas e
reprodutivas em uma populagao pode indicar que existam taticas reprodutivas individuais
e que o sucesso reprodutivo ao longo da vida de um individuo possa ser otimizado de
diferentes formas por individuos diferentes em uma populacdo de serpentes. Outra
hipdtese é que estas fémeas que apresentam maturacdo com um tamanho pequeno e
produzem pequenas ninhadas podem fazer parte de populagbes em crescimento, nas
quais, a selecdo age no sentido de favorecer o primeiro evento reprodutivo assim que
este for fisiologicamente possivel (Cole, 1954; Lewontin, 1965).

A maturidade sexual é uma mudanca importante na histéria de vida de um

organismo. A determinacdo da maturidade sexual em jararacas (e serpentes neotropicais
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de uma forma geral) é uma forma bastante simplificada de caracteriza¢do, que utiliza
caracteres da anatomia macroscépica (e. g. fémeas em vitelogénese secundaria ou
prenhes, e machos com testiculo tirgidos, com maior volume e ducto deferente
enovelado e/ou opaco, seguindo Shine (19773,b, 1980) para determinar o menor individuo
reprodutivamente ativo de cada sexo. Todos os individuos maiores que o menor individuo
maduro sdao considerados sexualmente maduros. S3ao necessarios estudos que
aprofundem a questdo da maturidade sexual, uma vez que os critérios vigentes carregam
um alto grau de subjetividade. Em B. leucurus, analises histoldgicas do ducto deferente
revelaram a presenca de esperma em um ducto deferente de aspecto macroscdpico
transparente (obs. pess.). Nas espécies do grupo B. neuwiedi as fémeas sexualmente
maduras apresentam ovidutos finos e delgados, semelhantes aqueles de fémeas imaturas
(obs. pess.). Desta forma, a definicdo de critérios para a caracterizacdo da maturidade
sexual com base na andlise microscdpica do trato reprodutivo pode auxiliar no
conhecimento de estratégias reprodutivas para as espécies de Bothrops que hoje nao
conseguimos detectar utilizando o método corrente.

Andlises histoldgicas sdao também fundamentais para a compreensdo do ciclo
reprodutivo dos machos de serpentes, cuja descricao deve incluir, pelo menos, a analise
microscopica dos testiculos para determinar a época de producdao dos gametas
corretamente (Mathies, 2011, Rojas et al. 2013, Almeida-Santos et al., 2014). Para o género
Bothrops, a espermatogénese, que é sazonal, ndo esta refletida pelo aumento do volume
do testiculo em B. leucurus e B. erythromelas, ja que nao ha variacdo no volume do
testiculo entre as estacdes para estas espécies (Barros et al., 2014a,b). Os picos de
atividade testicular (espermiogénese) no género Bothrops parecem seguir dois padrdes

ou o pico ocorre durante a primavera e verao ou durante o verao e outono, o que seria



178

equivalente a ciclos espermatogénicos dissociados e associados da cdpula outonal,
respectivamente. No entanto, ainda ha poucos dados disponiveis para que possamos
fazer generalizagbes. O estudo do ciclo reprodutivo dos machos de um ndmero maior de
espécies de jararacas é essencial para que possamos avancar no conhecimento sobre o
ciclo reprodutivo dos machos, que envolve ainda outras questdes que merecem ser
estudadas como a estocagem no epididimo e ducto deferente (Capitulo 4 desta tese),
funcbes da ampulla ductus deferentis, ciclos do segmento sexual e até mesmo uma
possivel funcdo do SSR na estocagem de esperma em funcdo da observacdo inédita de
esperma nos rins de B. pubescens (Capitulo 3 desta tese).

A reproducao no género Bothrops inclui também a ocorréncia de partenogénese
(Almeida-Santos e Salomdo, 2002) e intersexualidade (veja Capitulo 6 desta tese). Novos
estudos no género Bothrops e também no seu grupo irmao, género Bothrocophias serao

importantes para a compreensao da biologia dessas serpentes.
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Conclusoes

e A inércia filogenética e as condicbes ambientais tém um papel na
determinacao dos eventos reprodutivos no género Bothrops.

e Os ciclos reprodutivos em machos e fémeas de Bothrops sdo sazonais,
embora haja variacdo intra e interespecifica em relacdo a época de
ocorréncia dos eventos reprodutivos.

e Fémeas do género Bothrops podem apresentar estocagem de esperma
tanto nos sulcos da juncdo Utero-vaginal quanto no infundibulo.

e Machos do género Bothrops podem estocar esperma no ducto deferente e
também no epididimo.

e Diversas espécies de Bothrops apresentam plug copulatério na vagina,

embora ainda com fun¢ao e tempo de permanéncia desconhecidos.
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