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RESUMO

No Brasil existem basicamente duas linhagens de espécies de coral-verdadeira, conforme o
padrdo de coloracgéo, grupo de anéis pretos padronizados em ménades (BRM) e o grupo de anéis
pretos em triades (BRT). As espécies de cobra coral estdo distribuidas em diversos biomas e
consequentemente estdo expostas a diferentes condicGes climaticas. Existe a hipotese que em
alguns grupos de serpentes ocorra uma forte conservacdo ancestral das estratégias reprodutivas,
mesmo que as espécies deste grupo estejam em regides climaticamente diferentes. Entretanto,
outros trabalhos apontam que as espécies ectotérmicas podem ser fortemente influenciadas
pelas condicdes climaticas, ou seja, estas iriam alterar as condi¢des morfofisioldgicas e
reprodutivas, conforme as condi¢fes ambientais existentes no meio. Desta forma, o propdsito
deste trabalho foi investigar as diferencas nas estratégias reprodutivas existentes no género
Micrurus, nas linhagens BRM e BRT, comparando espécies distribuidas em diferentes biomas
e a0 mesmo tempo, proximas filogeneticamente. Para tanto, foram analisados os ciclos
reprodutivos de machos e fémeas, os periodos de ocorréncia dos eventos reprodutivos (e.g.,
espermatogénese, hipertrofia do segmento sexual renal, vitelogénese, oviposicao e maturidade
sexual) e as estratégias reprodutivas existentes em cada espécie. Andlises histologicas e
histoquimicas foram empregadas para avaliar a existéncia da estratégia de estocagem dos
espermatozoides (machos e fémeas), o periodo da espermatogénese, atividade do SSK e
natureza histoquimica das secre¢fes do oviduto. Averiguando assim, com uma abordagem
comparativa, a hipotese a da conservagdo dos padrGes reprodutivos independente das condigBes

climéticas, ou de haver a influéncia climatica atuando no ciclo reprodutivo das corais-verdadeiras.

Palavras-chave: Cobra venenosa. Reproducdo. Espermatogénese. Ovulacdo. Receptéaculos-estocagem.



ABSTRACT

Brazilian coral snakes group have two linages with different color patterns, black rings
arranged in monads (BRM) and species with the black rings in triads (BRT). Species of coral
snakes are distributed in different biomes with different kind of climate conditions. There is a
hypothesis that some groups possess a solid conservation of reproductive pattern, even though
the species are distributed in climatically different regions. Meanwhile, another research
indicate that ectothermic species could be influenced by climate conditions, that is, changing
their morphophysiological and reproductive conditions according to environmental variables.
Therefore, the aim of this search was analyze the difference of reproductive strategies in
genus Micrurus, comparing species of BRM and BRT distributed in distinct biome, and the
same time phylogenetic close. Thus, we analyzed the reproductive cycle of males and
females, delimiting the period of occurrence of the reproductive events (e.g., spermatogenic,
hyperthophy of the sexual segment of kidney (SSK), vitellogeneses, oviposition and sexual
maturity), and the reproductive strategies present in each species. Histological and
histochemical analyzes were used to evaluate the existence of the sperm storage strategy
(male and female), the period of spermatogenesis, histochemical nature of oviduct secretions.
Thus, investigating the hypothesis that the species are conserving reproductive patterns
regardless of climatic conditions, or there would be no pattern and the species present a

diversity of reproductive cycles being directly influenced by climatic conditions.

Keywords: Venomous snakes. Reproduction. Spermatogenesis. Ovulation. Sperm-storage
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1. INTRODUCAO GERAL

Na evolucdo da ordem Squamata, diferentes pressdes seletivas, somadas a ampla
diversidade de ambientes (e.g., condi¢des de umidade, pluviosidade, amplitude térmica),
proporcionaram condicGes para o aparecimento de modificacbes morfofisiologicas, que nos
animais ectotérmicos, resultaram em novas adaptacOes estratégicas para competicdo, busca
por alimento, disputa por territério e melhoria no sucesso reprodutivo (Pough, 1980; Seigel
and Ford, 1987; Vitt and Caldwell, 2009).

As serpentes e 0s lagartos possuem ampla distribuicdo no planeta, conquistaram a
sobrevivéncia em diferentes ambientes e biomas; regides desérticas com grande amplitude térmica e
baixa umidade, florestas tropicais Umidas com sazonalidade das chuvas, e regides insulares (ilhas)
com limitacdo de agua e comida (Greene, 1997; Campbell and Lamar, 2004). Dentro desta disperséo,
temos a radiacdo de espécies adaptadas a diferentes modos de vida, marinho, terrestre, fossorial,
arboricola e semi-aquético (agua-doce) (Angelini and Ghiara, 1984; Vitt and Caldwell, 2009). Da
mesma forma que ao longo da evolucdo houveram diferentes modificagfes anatdmicas para uma
melhor adaptacdo ao ambiente, estruturas reprodutivas também passaram por um aumento de
especializacdo e complexidade (Fox, 1977; Blackburn, 1998; Holt and Fazeli, 2016), diferentes
familias tiveram estratégias reprodutivas selecionadas, consequentemente isso ampliou a forma de
potencializar o sucesso reprodutivo para cada grupo (Shine, 2003).

Os estudos com reproducdo de serpentes, em seu histdérico mais antigo, estdo
intimamente interligados com pesquisas de historia natural e pesquisas com animais em
cativeiro (Pizzatto, Almeida-Santos, and Marques, 2007). Os trabalhos taxonémicos e de
levantamento de fauna no Brasil possuem grande importancia, pela grande riqueza de dados
ambientais sobre as espécies, dados de comportamento, padrdo de atividade, distribuicgéo,
dieta e eventualmente existem informac6es anedoéticas (pontuais) sobre dados reprodutivos,

como numero de ovos (tamanho da ninhada), locais de oviposicdo, e 0 periodo de ocorréncia
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destes eventos (Cunha and Nascimento, 1978; Roze, 1996; Greene, 1997; Campbell and
Lamar, 2004). Entretanto, ao longo do tempo, diversas questdes ligadas a reproducédo (e.g.,
comportamento de combate/cortejo da fémea, periodo de copula, cuidado parental, relagcdo
tamanho da fémea com numero de filhotes) foram levantadas, criando entdo a necessidade de
linhas de pesquisa direcionadas especificamente a aspectos reprodutivos.

Durante muitos anos, a maior porcentagem dos trabalhos existente sobre biologia
reprodutiva, era de espécies de regides temperadas (Seigel and Ford, 1987; Greene, 1997;
Pizzatto, Almeida-Santos, and Marques, 2007). Entretanto, a partir da década de 80 e 90,
estudos com espécies neotropicais ganharam espaco, devido a grande biodiversidade e
singularidade ambiental, que difere dos padrdes ambientais das regiGes temperadas, com as
estaces do ano bem definidas (Mathies, 2011). Como a maioria das teorias evolutivas
relacionadas a caracteres reprodutivos ainda utilizam como base espécies de regides
temperadas (Aldridge et al., 2020) existe entdo a necessidade de uma ampliacdo de trabalhos
com espécies neotropicais, aprofundando questdes basicas de anatomia comparada, caracteres
comportamentais, ciclo reprodutivo e biologia estrutural. De forma a possibilitar uma melhor
compreensdo da historia evolutiva das linhagens existentes no novo mundo.

O ciclo reprodutivo nas serpentes, pode ser compreendido e analisado em diferentes
“escalas”, como: individual, para andlise da variacdo na gametogénese; populacional, para
verificacdo de sincronia entre os individuos (Girons, 1982; Mathies, 2011); e evolutiva, no
qual o dado reprodutivo é comparado e entre espécies para a verificacdo de padrBes
reprodutivos (Aldridge et al., 2020). Diversos eventos ligados a reproducdo compdem o ciclo
reprodutivo das serpentes, como: a espermatogénese, periodo de hipertrofia do segmento
sexual renal, periodo de estocagem de espermatozoides, vitelogénese/ovulacdo, periodo de

copula, parturi¢do ou oviposicao, e eclosdo dos filhotes (Almeida-Santos et al., 2014).

As estratégias reprodutivas sdo modificacdes adaptativas que o individuo (ou
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populagéo) adota frente a uma condi¢cdo do meio, relacionando-se diretamente ao balanco de
investimento energético para reproducdo, alteragdo do potencial reprodutivo e duracdo do
tempo despendido na “tatica” (Angelini and Ghiara, 1984). As estratégias reprodutivas nas
serpentes compreendem uma diversidade de caracteristicas ou  mecanismos,
morfofisioldgicos, comportamentais e estruturais que possibilitam uma melhora (ou
vantagem) no sucesso reprodutivo, e consequentemente na perpetuacdo da espécie (Shine,
2003; Clark et al., 2014). Dentro das estratégias reprodutivas, estruturas especializadas séo
proporcionam vantagens funcionais na reproducdo, como: a tor¢do muscular uterina “UMT”
(Almeida-Santos and Salomdo, 1997, 2002), plug copulatério (Friesen et al., 2013; Barros,
Rojas, and Almeida-Santos, 2017) e receptaculo de estocagem de espermatozoides (Fox,
1956; Sever and Hamlett, 2002; Siegel et al., 2011a; Rojas, Barros, and Almeida-Santos,
2015; Holt and Fazeli, 2016).

As estratégias e os dados reprodutivos tem sido utilizados na otimizacdo de analises
filogenéticas, como: viviparidade (Shine, 1987; Blackburn and Stewart, 2011; Braz,
Scartozzoni, and Almeida-Santos, 2016), partenogénese (Booth and Schuett, 2011; Sites et al.,
2011), cuidado parental (Stahlschmidt and DeNardo, 2011), dimorfismo sexual (Shine, 1994;
Rivas and Burghardt, 2001), formacdo da estrutura da ampulla (estocagem de
espermatozoides nas vias seminiferas) (Siegel et al., 2011b) e locais de estocagem de
espermatozoides no oviduto (Almeida-Santos and Salomdo, 2002; Sever and Hamlett, 2002;
Eckstut et al., 2009; Holt and Fazeli, 2016).

A grande maioria das espécies tropicais apresentam ciclo reprodutivo sazonal
(Marques, 1996; Almeida-Santos and Saloméo, 2002; De Resende and Nascimento, 2015;
Silva et al., 2020). Uma explicacdo possivel das espécies tropicais terem o ciclo reprodutivo
sazonal, em um ambiente com altas temperaturas e com grande oferta de alimento, seria

devido a um padrdo ancestral conservado filogeneticamente em algumas linhagens de
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serpentes (James and Shine, 1985; Brown and Shine, 2006). Almeida-Santos e Salomé&o (2002)
analisando as estratégias reprodutivas dos viperideos, com énfase no género Bothrops,
propuseram a hipdtese que neste clado, hd uma conservacdo dos padrdes reprodutivos
ancestrais, porque diversas espécies exibem praticamente os mesmos periodos de ocorréncia
dos eventos reprodutivos (i.e., corte, acasalamento, combate, periodo de estocagem,
vitelogénese e nascimento dos filhotes), independente do habitat (regibes temperadas e

tropicais) e das diferengas climéticas existentes.

As regides tropicais e subtropicais diferem do padrdo climatico das areas temperadas,
principalmente com relacdo a amplitude térmica e distribuicdo das chuvas ao longo do ano
(Seigel and Ford, 1987). Diversas regides no sul do Brasil, apresentam no inverno
temperaturas abaixo de zero e ocorréncia de geadas (Mendonca and Danni-Oliveira, 2007). A
variacdo da temperatura corporal nos animais ectotérmicos, altera diretamente a sua condigdo
ecofisioldgica (Angilletta Jr., Niewiarowski, and Navas, 2002). As alteracGes da temperatura
corpOrea nas serpentes, podem interferir na performance de locomogdo, forrageamento,
digestdo e reproducdo (Brown and Shine, 2002; Marques, Almeida-Santos, and Rodrigues,
2006). Desta forma, as diferentes variacdes no clima (e.g., temperatura maxima, minima e
indice pluviométrico), em cada regido, podem gerar novos padrfes de ciclos reprodutivos nas

espécies (Marques, Almeida-Santos, and Rodrigues, 2006; Mathies, 2011).

As serpentes tropicais servem como bons modelos para analise da plasticidade
reprodutiva (Santos et al., 2005), além de possibilitar a averiguacdo das estratégias
reprodutivas existentes e o quanto as condic¢fes climaticas podem influenciar na reproducéo
(Pizzatto and Marques, 2006; Barros, Rojas, and Almeida-Santos, 2014a). Nas Ultimas duas
décadas, houve um aumento significativo de trabalhos sobre reproducdo de serpentes
neotropicais, como nos grupos: Viperidae (Almeida-Santos and Saloméo, 2002; Yamanouye

et al., 2004; Alves, Argolo, and Carvalho, 2014; Barros, Rojas, and Almeida-Santos, 2014b,
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2014a; Silva et al., 2019, 2020); Dipsadidae (Rojas, Barros, and Almeida-Santos, 2013; De
Resende and Nascimento, 2015; Loebens et al., 2016, 2017; Loebens, Almeida-Santos, and
Cechin, 2020). Para a familia Elapidae, os dados reprodutivos integrando analise
macroscopica com histologia sdo escassos na literatura. Recentemente, Bassi et al. (2019)
apresentaram novos dados sobre estratégias reprodutivas em Micrurus corallinus e M.
frontalis. Porém, para melhor compreensdo da evolucdo das estratégias reprodutivas, no
género, existe a necessidade de analises em outras espécies.

A familia Elapidae é representada nas Ameéricas pelas cobras corais verdadeiras, que
sdo compostas por trés géneros: Micruroides, Leptomicrurus e Micrurus (Slowinski, 1995;
Roze, 1996). No Brasil ocorrem apenas os géneros Leptomicrurus com trés espécies na
Amazonia (Campbell and Lamar, 2004; Bernarde, 2011) e Micrurus com 36 espécies
distribuidas pelo territério brasileiro, no qual sete destas sdo endémicas (Costa and Bérnils,
2018). As espécies do género Micrurus ndo sdo abundantes na natureza e possuem habito
semi-fossorial (Silva Jr., Buononato, and Feitosa, 2016), isso dificulta a sua observacédo
durante a coleta no campo. Assim, as colecGes bioldgicas apresentam-se como fonte
alternativa de dados, possibilitando estudos anatémicos, reprodutivos e taxonémicos
(Pizzatto, Almeida-Santos, and Marques, 2007; Almeida-Santos et al., 2014). Existem
espécies de corais verdadeiras distribuidas em diversos biomas no Brasil (Campbell and
Lamar, 2004), tais como: Micrurus corallinus. M. frontalis, M. altirostris, M surinamensis,
M. ibiboboca e M. paraensis. Essas espécies ocorrem em regibes com diferentes
caracteristicas fitogeograficas e condi¢des climaticas (Tab.l), e possuem um ndmero

consideravel de exemplares depositados em colecGes bioldgicas.
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Tabela 1. — Espécies de corais verdadeiras e caracteristicas climaticas dos biomas de ocorréncia. Com
0s respectivos dados de médias anuais de temperatura, pluviosidade e duragdo de estiagem. Dados
climéticos conforme o mapa de classificacdo climéatica Képpen’s para o Brasil, Alvares et al. (2013).

L . . Média de Média de Estiagem

Espécie Linhagem Bioma pluviosidade (mm) tem[()fcr:z;uura (Meses)
Micrurus surinamensis BRT Amazobnia 1900 - >3100 22 - >26 até 3
Micrurus paraensis BRM Amazdnia 1900 - >3100 22 ->26 até 3
Micrurus ibiboboca BRT Caatinga 700 - 1600 >27°C 6-8
Micrurus frontalis BRT Cerrado 1300 - 1900 20 - 26 4-5
Micrurus corallinus BRM Mata Atlantica 1000 - 2200 14 -22 3-5
Micrurus altirostris BRT Pampa 1300 - 2200 12-22 3-4

(Fonte: produgéo do autor).

A espécie Micrurus corallinus possui ampla distribuicdo no bioma Mata Atlantica, do
sul da Bahia ao estado do Rio Grande do Sul (Marques, 1996; Campbell and Lamar, 2004). O
conjunto fitogeografico da Mata Atlantica exibe diferengas de temperatura e umidade, da
regido litoranea ao interior do continente. Enquanto, as regides sudeste-sul sdo dotadas de
clima mesotérmico, com médias anuais de 18 a 22 °C de temperatura e 1300 a 1600 mm
chuva, ocorrendo curtos periodos de estiagem entre o outono e o inverno (Ab’Saber, 2007).
Na porc¢do Sul do pais temos a distribuicdo da espécie M. altirostris, abrangendo o bioma do
Pampa e a porcdo sul da Mata Atlantica (Nogueira et al., 2019). Dentre as caracteristicas que
diferem o Sul do pais, temos uma topografia que apresenta regibes com elevada altitude,
homogeneidade na distribuicdo das chuvas ao longo do ano (1250 -2000 mm), ocorréncia de

geadas e temperaturas abaixo de zero no inverno (Mendonga and Danni-Oliveira, 2007).

No bioma Amazonia temos a presenca das espécies M. paraensis e M. surinamensis
(Nogueira et al., 2019). Esta regido possui um intenso regime pluviométrico com a média
anual de chuvas de 2145 mm e um curto periodo de seca no inverno. Entretanto, ha uma
homogeneidade térmica ao longo do ano, com temperatura média de 28,2°C (Mendonga and
Danni-Oliveira, 2007).

A espécie M. frontalis possui a distribuicdo no bioma Cerrado, e ecotono Cerrado-

Mata Atlantica (Nogueira et al., 2019), o bioma Cerrado possui alta sazonalidade no regime de
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chuvas, com cinco meses de estiagem e sete meses com maior pluviosidade (Ab’Saber, 2007).
Além disso, possui baixa amplitude térmica ao longo do ano, com regides apresentando
temperatura média 25,6 °C (e.g., Cuiaba) (Mendonca and Danni-Oliveira, 2007). A espécie
M. ibiboboca apresenta-se distribuida no bioma Caatinga (Silva Jr., Buononato, and Feitosa,
2016). Este bioma pode apresentar sete a oito meses secos, sendo classificado como
semiérido, exibe baixa amplitude térmica ao longo do ano, com médias acima de 28°C e
maximas de 37° C (Mendonca and Danni-Oliveira, 2007).

No género Micrurus existem duas linhagens filogenéticas diferentes (Figura 1),
conforme o padrdo de coloracdo (cujas diferencas sdo suportadas por caracteres morfoldgicos
e moleculares). O grupo de espécies que apresentam anéis pretos em ménades (BRM), a
exemplo de M. corallinus e M. paraenses. E outro grupo que apresenta anéis pretos agrupados
em triades (BRT), como observado em M. frontalis, M. Altirostris, M. surinamensis e M.

ibiboboca. (Slowinski, 1995; Campbell and Lamar, 2004).

———~ EMicruroides euryxanthus

=Micrurus corallinus

iMlicrurus psyches

Micrurus albicinctus BRM
“Micrurus diastema

“Micrurus fulvius

“Leptomicrurus narduccii

iMicrurus dissoleucus

oof i i 100
: 3 ] Micrurus mipartitus

75l: : i———i—i—i—EMicrurus lemniscatus
; 3 —| i : = Micrurus surinamensis
: : : :Micrurus hemprichii

“Micrurus decoratus
—————+—+——%EMicrurus ibiboboca B RT
Micrurus brasiliensis
iMicrurus frontalis
———EMicrurus spixii
——EMicrurus altirostris
*—EMicrurus baliocoryphus
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?EOphlophagus hannah
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| 98
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Figura 1 Proposta de fllogenla da famllla Elapldae trecho do grupo Mlcrurus adaptado Zaher
et al. (2016). BRM: grupo de espécies com anéis pretos organizados em monades; BRT:
grupo de espécies com anéis pretos arranjados em triades.

Marques et al. (2013) constataram diferencas de estratégias reprodutivas entre as
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CONCLUSAO GERAL

As espécies de cobra coral do grupo BRM apresentaram conservacdo das estratégias
reprodutivas, 0s eventos reprodutivos exibiram similaridade na duracéo e no periodo de ocorréncia. Os
machos e fémeas possuem um ciclo reprodutivo sazonal, com periodo de espermiogénese e de fase
reprodutiva de curta duracdo. Os machos exibem intensa producdo de espermatozoides, em um
periodo que antecede a época de acasalamento e como estratégia, esse grupo apresenta elevado
armazenamento de espermatozoides do ducto deferente. Enquanto as fémeas apresentam o periodo

ovulatdrio (ou de fase reprodutiva) direcionado para estagéo da primavera.

No clado BRT as espécies apresentaram ciclo reprodutivo sazonal, porém constatamos maior
variabilidade dos padrées reprodutivos, mostrando maior plasticidade no grupo. Espécies que exibiram
maior investimento na reproducéo, indicado por ciclos de longa duragdo. E espécies que concentram
0s caracteres reprodutivos (ou fase reprodutiva) em duas estagfes, indicando um ciclo de curta
duracdo. As fémeas de ambos os clados apresentam uma tendéncia do padrdo ovulatério ocorrer na
estacdo da primavera. As estratégias de estocagem de espermatozoides de curta e longa duracao, foram
comprovadas, pela presenca de SSr no infundibulo posterior e Gtero aglandular. Pela primeira fez em
espécies da familia Elapidae constatamos a estrutura do UMC na posicao distal do utero aglandular,
nas espécie M. altirostris, M. surinamensis e M. ibiboboca. As diferencas de estratégias reprodutivas
observadas no grupo BRT, como em M. surinamensis e M. altirostris, podem estar relacionadas as
diferentes condi¢des ambientais que o bioma Amazoénia e o bioma Pampa apresentam, assim como o
préprio hébito alimentar dessas espécies. Esses resultados mostram uma maior sensibilidade e

adaptacdo dessa linhagem.

A espécie M. altirostris exibe como estratégia um amplo periodo de acasalamento, no qual a
copula pode ocorrer em qualquer época do ano. Enquanto as espécies M. ibiboboca, M. surinamensis e
M paraensis, o periodo de cpula geralmente tem a duracdo de duas estacdes. Pela analise do ciclo
reprodutivo das fémeas, verificamos que possivelmente o periodo ovulatério das fémeas ndo seja
anual, indicando assim que esse evento reprodutivo seja bienal. Desta forma, o papel da estocagem de

espermatozoides pelas fémeas torna-se fundamental para potencializar o sucesso reprodutivo no grupo.
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A estocagem de espermatozoides de longa duracdo, no Utero aglandular, pode proporcionar maior
competicdo espermatica, nas sucessivas copulas que a fémea tenha ao longo de cada ciclo reprodutivo,

aumentando assim a variabilidade genética de sua ninhada.

Futuras pesquisas sdo de grande necessidade para investigar outras questfes relacionadas ao
grupo Micrurus, como a evolucdo dos padrdes reprodutivos das cobras corais; anélise morfofuncional
das estruturas dos receptaculos de estocagem (fémea) e ducto deferente (ampulla) com microscopia
eletronica; além de investigar questdes relacionadas SSK, avaliando por imuno-histoquimica a
sinalizacdo celular do SSK e dos granulos de secrecdo com os receptores de membrana dos

espermatozoides.
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