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Resumo

Dados sobre a biologia reprodutiva (e.g. ciclos reprodutivos, maturagao e dimorfismo sexual,
padrdes de estocagem de esperma e padroes de atividade) de trés espécies de serpentes da
Familia Viperidae da regido neotropical, Crotalus durissus (N = 228), Bothrops leucurus (N =
320) e Bothrops erythromelas (N = 239), s@o apresentados neste estudo. Os machos atingem a
maturidade sexual com comprimento rostro-cloacal (CRC) menor que as fémeas em B.
erythromelas e B. leucurus. Nas populacdes de C. durissus da regido Nordeste do Brasil,
machos e fémeas atingem a maturidade sexual com comprimentos semelhantes, porém ha
relatos de padrdes diferentes para outras populagdes. Nao ha diferenca quanto ao CRC de
machos e fémeas sexualmente maduros de C. durissus e B. leucurus, espécies paras as quais
ha relato de combate entre os machos. Fémeas de B. erythromelas sao maiores que os machos,
caracteristica esperada para uma espécie em que ndo hd a ocorréncia de combate. Os ciclos
reprodutivos de machos e fémeas das trés espécies, descritos com base em andlises
morfoldgicas e histologicas das génadas e vias genitais, s3o sazonais € influenciados tanto
pelas condicdes climdticas quanto pelas relacOes filogenéticas. O periodo de vitelogénese
ocorre ao longo de grande parte do ano em B. leucurus e B. erythromelas e em um periodo
mais restrito em C. durissus, durante o outono e a primavera. Relatos de acasalamento durante
0 outono estdo disponiveis para as trés espécies, embora para B. leucurus o acasalamento
também possa ocorrer durante o inverno. Em B. leucurus e C. durissus, apos a copula, os
espermatozdides permanecem estocados no trato reprodutivo da fé€mea, no interior da
contragdo muscular uterina, at¢é o momento da ovulacdo e fertilizacdo (final do inverno -
inicio do verdo). E provével que as fémeas de B. erythromelas também utilizem a estratégia
de estocagem de esperma, uma vez que a cOpula e a ovulacdo ocorrem em momentos
distintos, porém esta hipdtese nio foi comprovada neste estudo. O periodo de nascimento dos
filhotes das trés espécies € concentrado no verdo, mas também pode ocorrer durante o outono.
O ciclo reprodutivo dos machos de C. durissus apresenta variagdo intraespecifica: na regido
das caatingas no nordeste do Brasil é caracterizado como pré-nupcial, com espermatogénese
simultanea a cépula, enquanto no sudeste do Brasil (regido mais fria), o ciclo é pés-nupcial,
com produg¢do de espermatozdides dissociada da época de acasalamento. O ciclo reprodutivo
de B. erythromelas da regido das caatingas € pds-nupcial e possivelmente influenciado pelas
condigdes climaticas: a espermatogénese ocorre durante a estacdo chuvosa, época em que as
presas desta espécie sdo mais abundantes. Em B. erythromelas ocorre variagdao
intrapopulacional em relacio ao padrdo de estocagem de esperma nos ductos deferentes. J4 os
machos das populacdes estudadas de B. leucurus, da regido costeira de Mata Atlantica do
Espirito Santo e Bahia, apresentam ciclo pré-nupcial e modificagdes estruturais no ducto
deferente associadas a estocagem de esperma durante o verdao e outono, simultaneamente a
espermatogénese nos testiculos. O periodo de maior atividade das trés espécies é o outono,
época que coincide com o acasalamento.

Palavras-chave: Crotalus durissus, Bothrops leucurus, Bothrops erythromelas, ciclos
reprodutivos, estocagem de esperma, espermatogénese, dimorfismo sexual



Abstract

New data about reproductive biology (e.g. reproductive cycles, sexual maturation and
dimorphism, sperm storage and activity patterns) of three species of Viperidae snakes from
the Neotropical region, Crotalus durissus (N = 228), Bothrops leucurus (N = 320) and
Bothrops erythromelas (N = 239), are presented. B. erythromelas and B. leucurus males attain
sexual maturity at smaller sizes (snout-vent length — SVL) than conspecific females. C.
durissus males and females from northeastern Brazil attain sexual maturity at similar sizes.
However, other sexual maturity patterns have already been described for other populations.
No significant difference was observed on SVL between mature males and females of C.
durissus and B. leucurus. Male-male combat behavior has been previously described for these
species. B. erythromelas females are larger than males and male-male combat has never been
reported for this species. Reproductive cycles are described considering morphological and
histological analysis of the gonads and genital ducts. Reproductive cycles of the three species
considered herein are seasonal and influenced by climatic conditions and phylogenetic
relationships. Secondary vitellogenic follicles may be found in every season in B. leucurus
and B. erythromelas, and only during autumn and spring in C. durissus. Records of mating
during the autumn are available for the three studied species, but it may also occur during
winter in B. leucurus. After mating, spermatozoa are stored in the female reproductive tract by
means of an uterine muscular twisting (UMT) until ovulation and fertilization occur (end of
winter — beginning of summer) in C. durissus and B. leucurus. It is probable that it also occurs
in B. erythromelas because mating and ovulation are not synchronous in this species either.
However, we did not find evidences for the occurrence of the UMT to confirm this hypothesis
for B. erythromelas. Parturition occurs during the summer and some births may occur in the
autumn too. Intraspecific variation occurs in C. durissus male reproductive cycle: it may be
categorized as pre-nuptial, with spermatogenesis synchronous to mating, in the Brazilian
northeastern region, and post-nuptial in the Brazilian southeastern region, a colder area where
sperm production and mating are synchronous. Male reproductive cycle of B. erythromelas
from the caatinga region is post-nuptial and possibly influenced by climatic conditions:
spermatogenesis occurs in the rainy season when preys are more abundant. Sperm storage
patterns in the deferent ducts exhibits intrapopulational variation in B. erythromelas.
Populations of B. leucurus from the Atlantic coastal region of the States of Espirito Santo and
Bahia present male pre-nuptial reproductive cycle and the deferent duct shows structural
changes associated with sperm storage during summer and autumn when spermatogenesis
occurs. The peak of activity for the three species occurs during the autumn, in the mating
season.

Key words: Crotalus durissus, Bothrops leucurus, Bothrops erythromelas, reproductive
cycles, sperm storage, spermatogenesis, sexual dimorphism



Introducao geral

As serpentes

As serpentes e os “lagartos” fazem parte da mesma linhagem evolutiva denominada
Squamata, o maior grupo de répteis viventes. Na realidade, as serpentes sdo lagartos
especializados nos quais ocorreu a perda dos membros (embora este evento também tenha
ocorrido diversas vezes em outros grupos de lagartos) (POUGH et al., 2004).

H4 duas hipdteses sobre o surgimento das serpentes baseadas em foésseis de serpentes
com patas posteriores. A hipdtese mais antiga € de que as primeiras serpentes teriam origem
marinha e seriam derivadas de um grupo de lagartos marinhos do Cretidceo superior, 0s
mosassauros (CALDWELL & LEE, 1997). A hipétese mais recente, de que as serpentes
teriam origem terrestre, ¢ baseada no fossil da serpente mais primitiva conhecida até o
momento: a Najash rionegrina, que apresentava patas traseiras funcionais e provavelmente
possuia habitos fossoriais ou criptozéicos (APESTEGUIA & ZAHER, 2006).

A capacidade das serpentes injetarem veneno surgiu mais recentemente, nos membros
da superfamilia Colubroidea (CADLE, 1983). Dentre estas, encontram-se as serpentes da
Familia Viperidae que possuem denticio solendglifa, ou seja, apresentam presas
perfeitamente canaliculadas que permitem uma injecdo de veneno bastante eficaz em suas
presas (GREENE, 1997).

As serpentes da Familia Viperidae sdo agrupadas em trés subfamilias com
representantes viventes: Azemiopinae, Viperinae e Crotalinae. Dentre estes, podemos
encontrar apenas representantes da subfamilia Crotalinae no continente americano (FRANCO,
2003). As serpentes deste grupo apresentam uma caracteristica dnica, a fosseta loreal, um
orgao termossensivel (GREENE, 1997). A subfamilia Crotalinae possui mais de 20 géneros e
170 espécies (FRANCO, 2003). No Brasil sdo encontrados os géneros Crotalus, Bothrops,
Bothrocophias e Lachesis (FRANCO, 2003).

Para esta dissertacdo foram coletados dados inéditos sobre a biologia reprodutiva de trés
espécies de serpentes da Familia Viperidae que ocorrem no Brasil: Bothrops erythromelas,

Bothrops leucurus e Crotalus durissus.

Os géneros Crotalus e Bothrops
O género Crotalus abrange muitas espécies distribuidas desde o Canada até a América
do Sul (FITCH, 1970). A origem (PLACE & ABRAMSON, 2004) e diversifica¢do (FITCH,

1970) deste clado provavelmente ocorreram na regido do México. O complexo Crotalus



durissus € o unico representante do género a se estender além do sul do México (CAMPBELL
& LAMAR, 2004). As populacdes de C. durissus estdo divididas em 11 subespécies
(CAMPBELL & LAMAR, 1989) e as linhagens da América Central sdo mais antigas que as
linhagens da América do Sul (WUSTER et al., 2002).

Os baixos niveis de divergéncia entre as sequéncias de nucleotideos das populagdes
sul americanas de Crotalus durissus sdo consistentes com a hipotese de que esta espécie
invadiu a América do Sul durante o Pleistoceno, entre 1 a 2 milhdes de anos atrds, apds o
soerguimento da ponte do Panamd, que conectou, por via terrestre, as biotas dos continentes
norte e sul americanos (WUSTER et al., 2005a; QUIJADA-MASCARENAS et al., 2007). A
dispersao de Crotalus durissus teria ocorrido por meio de um corredor central na Amazonia
de vegetacdo seca (4rea aberta ou floresta seca sazonal), que existiu entre o inicio € 0 meio do
Pleistoceno (WUSTER et al., 2005a, 2005b; QUIJADA-MASCARENAS et al., 2007),
embora haja uma hipdtese alternativa de dispersdo por ambientes degradados na Amazodnia
durante o Pleistoceno (GOSLING & BUSH, 2005).

Todas as populacdes sul americanas do complexo Crotalus durissus sao
filogeneticamente muito proximas (WUSTER et al, 2005a, 2005b; QUIJADA-
MASCARENAS, 2007). Como os baixos niveis de divergéncia entre os taxa sul americanos
sugerem que estas populacdes possuem um passado recente comum e ndo constituem
linhagens com longas e independentes histdrias evolutivas, Wiister et al (2005a) consideram
desnecessdria a distincdo em subespécies das linhagens de C. durissus ao sul da Amazodnia e
propde que Crotalus durissus cascavella e C.d. collilineatus sejam considerados como
sindnimos de C. d. terrificus.

Os haplétipos ancestrais para as populacdes do sul do Brasil parecem estar localizados
no préprio Sul e ndo nas populagdes do Nordeste (QUIJADA-MASCARENAS, 2007). Isto
sugere que C. durissus tenha dispersado da atual regido de Roraima para o Mato Grosso € o
Sudeste do Brasil, daf entdo para o Nordeste. Apesar de amostrar poucas localidades na regido
Nordeste, Quijada-Mascareiias et al. (2007), concluem que as populagdes de C. durissus do
Nordeste do Brasil parecem ser resultado de dispersdo do sudeste ou da regido central do
Brasil. E teoricamente possivel que este padrio tenha sido causado por uma dispersio inicial
das Guianas ao longo da costa Atlantica, seguida de extin¢ao das populacdes do nordeste do
Brasil e posterior recoloniza¢iao proveniente do estoque sul da populacdo de C. durissus. De
qualquer forma, vérias linhas de evidéncias enfraquecem a hipétese de extingdo-recolonizagdo

do Nordeste brasileiro (QUIJADA-MASCARENAS et al., 2007).



C. durissus é o unico viperideo de grande porte em sua drea de ocorréncia na regiao
nordeste do Brasil. Embora C. durissus ocorra em simpatria com varias espécies de Bothrops
nesta regido, os dois géneros sao diferentes em relacdo ao tamanho, morfologia,
comportamento, escolha de habitat e outros fatores ecolégicos, o que pode reduzir a
competi¢io ecolégica entre os grupos. (WUSTER et al., 2002).

O ancestral de todas as Bothrops ocupou a América do Sul durante o Mioceno, entre
10 a 23 milhdes de anos atrds, antes de qualquer outro viperideo (WUSTER et al., 2002), e
muito antes da emergéncia do istmo do Panamd, que possibilitou a entrada de Crotalus
durissus. A quantidade atual de espécies de Bothrops na regido neotropical é grande: cerca de
40 espécies, distribuidas do México até a Argentina, em vdarios tipos de ambientes, desde
florestas chuvosas até regides dridas (CAMPBELL & LAMAR, 1989). Esta alta
diversificacdo pode ser explicada por diversos eventos de radiacdo adaptativa em fungdo da
grande amplitude de nichos vagos em funcdo da inexisténcia anterior de viperideos na
América do Sul. Uma tnica espécie, Bothrops asper, reinvadiu a América Central e continua
a ser a tinica espécie do género de ampla distribuicdo naquela regidio (WUSTER et al., 2002).

Estudos de sistemdtica filogenética indicam que as espécies de Bothrops podem ser
agrupadas em sete grupos monofiléticos: alternatus, atrox, jararaca, jararacussu,
microphtalmus, neuwiedi e taeniatus (SALOMAO et al., 1999).

Recentemente, Fenwick et al. (2009) propuseram a divisdo do género Bothrops em
varios géneros (Rhinocerophis, Bothropoides, Bothriopsis e Bothrops). Esta nova
nomenclatura torna obscura toda histéria evolutiva comum do género Bothrops, somente para
tornar vdlido o género Bothriopsis, que € considerado como sinonimia de Bothrops por
Wiister et al. (2002). Além disso, reconhecer Bothrops como um género unico e diverso € a
forma mais apropriada e parcimoniosa de se referir a unidade evolutiva e a biogeografia
histérica deste clado (WUSTER et al., 2002). Por isto, a nomenclatura antiga serd adotada
neste estudo.

Bothrops erythromelas pertence ao grupo B. neuwiedi (WUSTER et al., 1997; 1999;
2002). Esta espécie noturna, terrestre e de pequeno porte, estd distribuida ao longo das
caatingas do Nordeste brasileiro (RODRIGUES, 2003; MARTINS et al., 2001). Segundo
Campbell & Lamar (2004), existem poucos dados sobre a biologia de B. erythromelas. Esta
espécie, que ndo apresenta mudanga ontogenética em sua dieta, alimenta-se de invertebrados,
anfibios, lagartos e mamiferos (MARTINS et al., 2002).

Bothrops leucurus pertence ao grupo atrox (Wiister et al., 1997; 1999; 2002) e pode ser

encontrada em florestas primarias de Mata Atlantica, plantacdes de coco, brejos e pastagens



(RIPA, 1997), ao longo da regido costeira dos Estados de Espirito Santo, Sergipe, Alagoas e
Cear4, além do litoral e parte do interior da Bahia (PORTO & TEIXEIRA, 1995; RIPA, 1997,
CAMPBELL & LAMAR, 2004). Esta espécie possui hdbito alimentar generalista, carater
plesiomorfico para o gé€nero Bothrops. Sua dieta inclui anfibios, lagartos, serpentes,
mamiferos e aves (MARTINS et al., 2002).

Antigamente, as populacdes do Espirito Santo de B. leucurus eram denominadas Bothrops
pradoi. Porém, apés uma anélise filogeografica que combinou sequéncias de DNA com dados
morfolégicos de individuos do Espirito Santo e estados do Nordeste, Puorto et al. (2001)
concluiram que as duas linhagens ndo podem ser consideradas como espécies separadas pois
possuem uma historia evolutiva comum e auséncia de caracteres diagndsticos para separagao
das populacdes. Populacdes de Bothrops atrox de origem amazodnica teriam colonizado a
Mata Atlantica durante o Pleistoceno e a divergéncia entre os haplétipos da Amazodnia e da

Mata Atlantica teria ocorrido recentemente, no ultimo milhdo de anos (PUORTO et al., 2001).

Biologia reprodutiva de serpentes

Os ciclos reprodutivos dos répteis sofrem influéncia de fatores endogenos (e.g. ritmos
internos) e exogenos (e.g. temperatura, umidade, disponibilidade de alimento) (FITCH, 1982).
A influéncia de varidveis ambientais no ciclo reprodutivo de serpentes de regides temperadas
€ demonstrada principalmente no ciclo reprodutivo dos machos. A temperatura influencia a
recrudescéncia testicular, ou seja, o reinicio do crescimento do epitélio germinativo apds um
periodo de quiescéncia (ALDRIDGE, 1975; DUVALL et al., 1982). Para a maioria das
espécies de serpentes de regides temperadas, a estacdo reprodutiva ocorre durante a primavera
ou outono e os filhotes nascem do final do verdo até o inicio do outono (ALDRIDGE, 1979;
SEIGEL & FORD, 1987). Dessa forma, a gestacdo ocorre em periodos de temperatura
relativamente altas e constantes (primavera — verdo) e o nascimento dos filhotes ocorre em
épocas em que a disponibilidade de presas é abundante, o que pode aumentar as chances de
sobrevivéncia dos filhotes antes do periodo de hibernacao no inverno (SHINE, 1977a, b).

Alguns autores sugerem que serpentes de regides tropicais devem apresentar ciclos
reprodutivos continuos, em fungdo das condi¢des climaticas estdveis e favoraveis ao longo do
ano (altas temperaturas) aliadas a alta disponibilidade de recursos alimentares (FITCH, 1982;
VITT & VANGILDER, 1983). Porém, dados recentes mostram que algumas espécies de
regides de clima tropical apresentam sazonalidade nos ciclos reprodutivos (e.g. MARQUES,
1996; ALMEIDA-SANTOS & SALOMAO, 2002; VALDUJO et al., 2002; NOGUEIRA et
al., 2003; SHINE, 2003; SCARTOZZONI & MARQUES, 2004; PIZZATTO, 2006).



A maior parte do territorio brasileiro estd situada na faixa intertropical, o que confere
ao Brasil as caracteristicas de um pais de clima tropical (quente e imido). A variedade de
tipos climaticos é refletida no mosaico de paisagens naturais encontradas no territorio
brasileiro (MENDONCA & DANNI-OLIVEIRA, 2007). Algumas regides brasileiras
possuem caracteristicas climdticas unicas, como é o caso da Regido Nordeste. A faixa
litoranea, pela qual se estende a Zona da Mata (Mata Atlantica) e vegetacdes de transi¢ao para
outros dominios morfo-climaticos apresenta indices de pluviosidade elevados e constantes ao
longo do ano. Ja a por¢do interior do Nordeste, onde ocorre o dominio das caatingas, onde
estd localizado o poligono das secas, € caracterizada ndo somente pelos baixos indices de
pluviosidade, mas também pela irregularidade climética da regido: em alguns anos ocorrem
secas prolongadas, em outros, inundacdes (AB’SABER, 2005).

Estudos que procuram demonstrar a influéncia de varidveis climdticas sobre os ciclos
reprodutivos de serpentes da regido tropical sdo escassos na literatura. Solérzano e Cerdas
(1989) estudaram duas populagdes de Bothrops asper isoladas por uma cadeia de montanhas
na Costa Rica: uma populacdo na regido voltada para o Oceano Pacifico, com estacdo seca e
chuvosa bem definida e a outra populacdo voltada para o Oceano Atlantico, onde ndo ha
estacdo seca bem definida. Nesse estudo, eles identificaram diferencas quanto a época de
acasalamento e nascimento dos filhotes entre as duas populacdes. Tais diferengas foram
atribuidas as diferencas climaticas encontradas entre as duas regides, entretanto, os autores
ndo explicam de forma clara como estas diferencgas climéticas poderiam influenciar ou nao o
ciclo reprodutivo das duas populacdes.

Pizzatto e Marques (2006) encontraram variacdes quanto ao ciclo reprodutivo de
populagdes da serpente aqudtica Liophis miliaris de acordo com as caracteristicas climaticas
de cada localidade. A populacdo do sul do Estado da Bahia, Nordeste do Brasil, regido com
clima quente e chuvoso ao longo do ano todo apresentou ciclo reprodutivo continuo
(vitelogénese ao longo do ano todo), enquanto as outras populacdes localizadas mais ao sul do
Brasil, nos Estados de Sao Paulo e Parand apresentaram ciclo reprodutivo sazonal e
relacionado aos periodos mais quentes e chuvosos. De acordo com os autores, o ciclo
reprodutivo continuo da populacdo de L. miliaris da Bahia pode estar associado a
disponibilidade de recursos alimentares ao longo do ano em funcdo da homogeneidade do
clima.

Moraes (2008) investigou a ocorréncia de variacOes relacionadas a aspectos
reprodutivos entre populacdes de Bothrops jararaca do litoral e dreas de altitudes mais

elevadas do Estado de Sao Paulo. Nesse trabalho, foram encontradas diferencas significativas



entre a fecundidade e o tamanho em que os individuos atingem a maturidade sexual entre as
duas populacdes. O autor relacionou estas diferencas a dieta mais caldrica ingerida pelas
populacdes de altitude mais elevadas, o que proporcionaria, pelo menos em parte, condi¢des
para que esta populacdo atinja a maturidade sexual mais cedo e apresente maior fecundidade
em relacdo a populagdo do litoral. Por outro lado, apesar de haver diferencas climéticas entre
as duas regides, nao ha diferenca quanto ao ciclo reprodutivo entre as duas populacgdes, o que
corrobora a hipétese de Almeida-Santos e Salomdo (2002) para um ciclo reprodutivo
conservativo no género Bothrops, ou seja, os fatores historicos (filogenéticos) podem exercer
tanta ou até mais influéncia na determinagdo dos ciclos reprodutivos das serpentes do género
Bothrops do que caracteristicas ambientais atuais.

Apesar de ndo haver informacdes suficientes para que a influéncia das relacdes
filogenéticas nos ciclos reprodutivos da maioria dos grupos das serpentes brasileiras seja
determinada (PIZZATTO et al., 2007), esta relacdo vem sendo demonstrada para as serpentes
da Familia Viperidae, principalmente para os gé€neros Bothrops e Crotalus (ALMEIDA-
SANTOS & SALOMAO, 1997; 2002).

O ciclo reprodutivo de Crotalus durissus do sudeste do Brasil € relativamente bem
conhecido (e.g., ALMEIDA-SANTOS, 2005; ALMEIDA-SANTOS et al., 2004 a,b;
ALMEIDA-SANTOS & ORSI, 2002; SALOMAO & ALMEIDA-SANTOS, 2002;
ALMEIDA-SANTOS & SALOMADO, 1997). Estes autores encontraram muitas semelhangas
nas estratégias reprodutivas (e.g., acasalamento no outono, estocagem de esperma pelas
fémeas durante o inverno, com ovulacdo e fertilizacdo na primavera) entre os ciclos
reprodutivos das Crotalus de regides temperadas e C.durissus da regido sudeste do Brasil
(clima tropical), o que corrobora a hipétese da influéncia filogenética na determinagdo dos
ciclos reprodutivos deste género.

Os ciclos descritos para vérias espécies de Crotalus também apresentam muitas
semelhancas com os ciclos reprodutivos de serpentes do género Bothrops, como a presenga de
estocagem de esperma no utero durante o inverno e fertilizacdo na primavera (ALMEIDA-
SANTOS & SALOMAO, 2002). Por outro lado, ainda hd muitos aspectos desconhecidos
sobre as estratégias reprodutivas empregadas por populacdes de C. durissus de outras regides
do Brasil (Nordeste, Centro-Oeste, populagdes isoladas nas savanas amazonicas) e por varias
espécies de Bothrops, principalmente em relacdo ao ciclo reprodutivo dos machos. Este
estudo sobre a biologia reprodutiva de trés espécies de serpentes da Familia Viperidae da
regido neotropical (Crotalus durissus, Bothrops leucurus e Bothrops erythromelas) contribui

para o conhecimento das estratégias reprodutivas empregadas por este grupo e para a



discussdo da influéncia das condicdes climdticas e das relagdes filogenéticas sobre a
determinac¢do dos eventos reprodutivos nestas espécies.

O presente estudo resultou na elaboragdo de trés manuscritos que sdo apresentados em
trés capitulos. Os trés capitulos abordam aspectos da biologia reprodutiva das espécies, tais
como: maturagdo, dimorfismo sexual, ciclos reprodutivos, estocagem de esperma e relacdo
dos padrdes de atividade com os eventos reprodutivos.

No primeiro capitulo “Reproductive biology of the neotropical rattlesnake Crotalus
durissus from Northeastern Brazil: influence of climatic variables and phylogenetic
conservatism” sdo apresentados dados inéditos sobre as populacdes da regido das caatingas. A
comparacdo com dados previamente publicados sobre outras populacdes do sudeste do Brasil
e da América Central permite a discussdo da influéncia das caracteristicas climéticas (e.g.
temperatura e pluviosidade) da regido, bem como das relagdes filogenéticas sobre a
determinagcdo dos eventos reprodutivos na espécie. Este manuscrito foi submetido ao
periodico Herpetological Journal.

O segundo capitulo “Biologia reprodutiva de B. leucurus da Floresta Atlantica do
Brasil” apresenta dados sobre a biologia reprodutiva das populacdes dos Estados do Espirito
Santo (regido sudeste do Brasil) e Bahia (regido nordeste do Brasil) e compara os resultados
com as informacdes disponiveis para as demais espécies do grupo B. atrox, discutindo
também a influéncia das varidveis climdticas e do conservatismo filogenético sobre o ciclo
reprodutivo destas espécies. Este trabalho serd submetido a revista Journal of Herpetology.

O terceiro capitulo “Estratégias reprodutivas de Bothrops erythromelas das caatingas
do Brasil: maturagdo e dimorfismo sexual, ciclos reprodutivos e varia¢io intrapopulacional do
padrdo de estocagem de esperma nos machos” apresenta dados sobre a biologia reprodutiva
da espécie e discute a influéncia das varidveis climdticas sobre a disponibilidade de presas e
seu efeito sobre o ciclo reprodutivo dos machos, além de apresentar um relato sobre a
variagdo intrapopulacional do padrdo de estocagem de esperma no ducto deferente dos
machos. Este artigo serd submetido ao periddico Amphibia-Reptilia. Todos os capitulos

seguem a formatagdo proposta pelas revistas em que pretendemos publicar os manuscritos.
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Objetivos

Objetivo geral

O objetivo deste trabalho € descrever a biologia reprodutiva das populagdes de
Crotalus durissus e Bothrops erythromelas das caatingas do Nordeste do Brasil e de Bothrops
leucurus da regido costeira de Mata Atlantica dos Estados do Espirito Santo e Bahia, bem
como discutir a influéncia das caracteristicas climaticas das regides amostradas e das relacdes

filogenéticas sobre a determinag@o dos eventos reprodutivos nestas espécies.

Objetivos especificos

e Descrever os ciclos reprodutivos de machos e fémeas por meio de andlises
macroscopicas e microscopicas das gbnadas e vias genitais;

e Caracterizar as condigdes climdticas das regides amostradas, considerando as varidveis
temperatura e precipitacdo;

e Verificar a ocorréncia de estocagem de esperma no trato reprodutivo de machos e
fémeas;

e Avaliar a existéncia de relacio entre o padrdo de atividade das espécies e os eventos
reprodutivos;

e Determinar o comprimento em que a maturidade sexual € atingida em machos e
fémeas;

e Verificar a ocorréncia de dimorfismo sexual

e Estimar a fecundidade e o tamanho dos filhotes ao nascer.
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Capitulo 1

Reproductive biology of the neotropical rattlesnake Crotalus durissus
from Northeastern Brazil: influence of climatic variables and

phylogenetic conservatism

Artigo submetido - Herpetological Journal
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Abstract

This study provides data on the aspects of reproductive biology (sexual dimorphism,
reproductive maturation, vitellogenic and spermatogenic cycles and sperm storage patterns) of
Crotalus durissus from the northeastern region of Brazil. A comparison with populations
from southeastern Brazil and Central America is presented based on previously published
data. The hypothesis of climatic influence on male and female reproductive cycles was tested.
Despite favorable climatic conditions in northeastern Brazil, copulation (autumn) is not
synchronous to ovulation and fertilization (spring). Thus, sperm is stored over winter in the
female reproductive tract by means of an uterine muscular twisting (UMT) and long-term
sperm storage is an obligatory component of C. durissus females reproductive cycle from
northeastern Brazil. The same reproductive strategy has been previously described for C.
durissus females from southeastern Brazil. Therefore, female reproductive events showed a
phyllogenetically conservated pattern regardless of climate differences among northeastern
and southeastern Brazil. Intraspecific variation was detected in male reproductive cycles,
which were influenced by temperature. Males from northeastern region, where temperature is
high throughout the year, presented prenuptial spermatogenic cycle, with sperm production
synchronous to mating in the autumn. This pattern is different from postnupcial
spermatogenic cycle, previously described to C. durissus from southeastern Brazil and other

species of Crotalus from temperate areas.

Introduction

Rattlesnakes (genera Crotalus and Sistrurus) belong to a monophyletic group of
pitvipers (Parkinson, 1999; Murphy et al., 2002) originated in Mexico (Armstrong & Murphy,
1979; Greene, 1997; Place & Abramson, 2004), currently distributed from Canada to
Argentina (Klauber, 1972). Crotalus durissus is the only rattlesnake species that occurs in
South America (Campbell & Lamar, 2004). According to Wiister et al (2005), C. durissus
colonized South America during the Pleistocene, between 1 and 2 million of years ago, after
the uplift of the Isthmus of Panamd. As this species is not found in tropical rain forests, only
in savanna, dry seasonal forests and disturbed areas (Campbell & Lamar, 2004) the dispersal
across the Amazon basin to more southerly parts of South America would have occurred
through a Pleistocene trans-Amazonian corridor of savanna or dry forest vegetation (Wiister

et al, 2005; Quijada-Mascarefas et al. 2007; but see Gosling & Bush, 2005 for an alternative
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hypothesis). The species phylogeographic pattern described in Quijada-Mascarefias et al.
(2007) suggests that the populations of northeastern Brazil are a result of the dispersal from
southern and/or central Brazil populations.

C. durissus from southeastern Brazil and other species of the genus from temperate
regions present a similar pattern in the reproductive cycles attributed to phylogenetic
conservatism (Almeida-Santos et al., 2004a; 2004b). Spermatogenesis begins in spring and
reaches its peak in the summer, during the warmer season of the year in southeastern Brazil
(Salomdo and Almeida-Santos, 2002). Sperm is stored in male deferent ducts until mating
occurs in the autumn (Almeida-Santos et al., 2004b). Ovulation and fertilization are not
synchronous to mating and females present long-term sperm storage by means of an uterine
muscular twisting (UMT) (Almeida-Santos & Salomao, 1997). Vitellogenesis starts in the
autumn and continues through the winter until ovulation and fertilization occur in the spring.
Parturition occurs in the end of spring and during the summer (Almeida-Santos & Salomao,
2002).

The aim of this study was to provide data on the fundamental aspects of the
reproductive biology of C. durissus from the northeastern region of Brazil, such as timing of
mating, sexual dimorphism, sexual maturation, vitellogenic and spermatogenic cycles, and
sperm storage patterns. An association between these reproductive events and activity periods
was investigated. In order to test the hypothesis that timing of reproductive events in males
(e.g. spermatogenic cycle) and females (e.g. vitellogenic cycle, parturition date and sperm
storage in the uterus) could be influenced by the climatic differences between northeastern
and southeastern regions in Brazil, we also compared our results with the available

reproductive data on C. durissus population from southeastern Brazil.

Material and methods

According to Wiister et al. (2005), the three Crotalus durissus subspecies (C.d.
collilineatus, C.d. cascavella and C.d. terrificus sensu Hoge, 1965) that occur south to
Amazon basin are phyllogenetically closely related and do not constitute independent
evolutionary lineages. Thus, the subspecies designation is not adopted in this study. Crotalus
durissus is largely distributed in Brazil, thus we arbitrarily defined two populations from
different regions to be compared in this study (cf. Begon et al., 2006):

1. Northeastern (NE): samples of this population came from the states of Bahia,

Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceard and Maranhao (5°11°N, 15°31°S,
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7°32°E, 5°49°W, Fig.1). Snakes came from caatinga, cerrado and disturbed areas. High
temperatures are maintained throughout the year in the area, even in the winter. The
coldest months were July and/or August (mean temperature ranging from 13°C to
31.9°C during these months). Rainfall is concentrated in spring-summer (October to
March), and autumn-winter (April — September) is really dry (Fig.2). Mean annual
precipitation varies between 459 — 1214 mm among the sampled municipalities. Both
sampled areas in Brazil (Northeastern and Southeastern) do not show marked seasons
like temperate areas. Two distinct seasons may be recognized: a dry season and a rainy
season (Fig.2). Despite this, we here deal with the four seasons to allow comparisons
of our results with those on snakes from temperate areas. Data on NE population
reproductive biology is presented for the first time in this paper.

Southeastern (SE): located in Sao Paulo state (22°11°N, 23°58’S, 45°11’E, 49°03°’W,
Fig.1). This area was covered by Atlantic Forest and cerrado in the past, but nowadays
the native vegetation was almost totally removed and substituted by farmlands and
urban areas. During autumn-winter (April to September), temperatures are lower than
in NE localities. The coldest month is July (mean temperature ranging from 7.5°C to
24.1°C). Spring and summer (October to March) are usually rainier with higher
temperatures than autumn-winter (Fig.2). Mean annual precipitation varies between
1211 — 1650 mm among the municipalities sampled by the authors. Previously
published studies were considered to characterize this population reproductive biology
(Almeida-Santos, 2005; Almeida-Santos et al, 2004a; 2004b; Almeida-Santos &
Salomao, 1997; 2002; Saloméao & Almeida-Santos, 2002; Salomao et al., 1995).
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Fig.1: Geographical distribution of the specimens of Crotalus durissus considered in
this study. Circles represent samples from northeastern population (NE) and triangles

represent samples from southeastern population (SE).
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Fig. 2: Climatic patterns in the northeastern (NE) and southeastern (SE) Brazilian areas

where the populations considered in this study were collected.

We examined a total of 228 preserved specimens of Crotalus durissus (76 adult

females, 87 adult males, 48 young and 17 newborns) from NE. These specimens are held in

the following collections: Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Santa Cruz

(MZUESC), Colecao Zoolégica Gregério Bondar (CZGB) at CEPEC/CEPLAC (Centro de

Estudos e Pesquisa do Cacau/ Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira) and

Colecao Herpetologica Alphonse Richard Hoge at Instituto Butantan (IB). We measured the

snakes snout-vent lenght (SVL) to the nearest | mm, and after dissection the following data



23

were recorded: (1) diameter of the largest ovarian follicle or presence of embryos in females;
(2) presence/absence of uterine muscular twisting (UMT) in females uteri; (3) oviductal
condition (flat or folded); (4) presence of corpora lutea in the ovaries; (5) length, width and
thickness of the right testes in males to determine testicular volume (TV) using the ellipsoid
formula TV = 4/3.Il.a.b.c, where a = half of length, b = half of width and ¢ = half of
thickness; (6) diameter of the right distal deferent duct close to the cloacae. These measures
were taken to the nearest 0.1 mm.

Observation of spermatozoa in the testes or deferent ducts in microscopical analysis
was used as the main criterion to determine sexual maturity in males. The convoluted aspect
of deferent ducts was used as an additional criterion. Females were considered mature if they
had follicles in secondary vitellogenesis, oviductal embryos, presence of corpora lutea in the
ovaries or folded oviducts. Individuals that did not present any of these characteristics were
considered young (= immature).

Some individuals that were housed in the collections had been already dissected and
some organs were missing. The date of collection was not available in the registers for some
specimens too. Thus, these exemplars could be considered only to sexual dimorphism
analyses.

Sexual size dimorphism in SVL was tested by Student’s #-test. The degree of sexual
dimorphism (SSD) was calculated as 1 — (mean adult SVL of the larger sex/ mean adult SVL
of the smaller sex) according to Gibbons & Lovich (1990) and Shine (1994). By convention,
positive values of SSD correspond to females larger than males and negative values
correspond to males larger than females (Shine, 1994).

Reproductive cycle of mature females was examined throughout the year in terms of
length of the largest ovarian follicle or oviductal embryo. The distal portion of females uterus
in the presence of UMT and secondary vitellogenic follicles simultaneously were collected to
histological analysis in order to verify the existence of sperm storage in the female
reproductive tract. Registers of C. durissus from NE maintained in captivity at IB from 1973
to 1998 and literature records were examined to obtain data on parturition period and size of
newborns.

Morphological measurements of testes and deferent duct diameters were combined to
histological analysis to describe the reproductive cycle of mature males. Correlation of testes
volume and deferent duct diameter to body length (SVL) was tested by simple regression.
Analysis of covariance (ANCOVA) was employed to compare testes volume in the four

seasons of the year (summer, autumn, winter, and spring), and SVL was used as the covariate.
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Differences on deferent duct diameter among the four seasons were tested by analysis of
variance (ANOVA). Testes and the distal portion of deferent ducts of males were collected
after dissection in order to analyze spermatogenic cycle and presence of sperm in the ducts,
respectively.

All organs (uterus, testes and deferent ducts) were preserved in alcohol 70% and
processed for light microscopy by the paraffin method. Sections 5 um thick were cut and
Hematoxylin and Eosin Stain (H/E) was the histological staining method used.

We inferred snake activity by comparing the number of individuals collected in each
of the four seasons (cf. Marques et al., 2001; Almeida-Santos & Salomao, 2002) using a Chi-
Square test.

Statistical analyses were performed using Statistica (version 7.0) and Bioestat (version
5.00), assuming p < 0.05 as the criterion for significance. The analyses were carried out
according to Zar (1999) and all variables were tested for normality and homoscedasticity prior
to analysis.

Map and climatograms were constructed for every Municipality sampled using DIV A-
GIS (version 7.1.7) and WorldClim Database (current climate: 1950-2000, version 1.3, 10

minutes resolution).

Results

SEXUAL DIMORPHISM

Mature males averaged 1134.1 mm SVL (SD = 128.3, n = 87, range = 820.0 - 1460.0),
and mature females averaged 1115.4 mm SVL (SD = 138.4, n = 76, range = 830.0 — 1465.0).
No significant difference (t = -0,89, p = 0.37) was observed on SVL between males and

females. The degree of sexual dimorphism (SSD) was - 0.02.

FEMALE REPRODUCTIVE CYCLE AND TIMING OF PARTURITION

Primary vitellogenic follicles were present throughout the year, but secondary
vitellogenic follicles were present from July to November (end of autumn to end of spring).
Pregnancy was observed in October and November (spring) (Fig.3). Spermatozoa were found
being stored in the uterus (UMT) of females presenting secondary vitellogenic follicles during
winter (July) (Fig.4). Parturition of C.durissus from NE in the field has never been related.

Births are more frequent in summer (Table 1).
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Fig. 3. Female reproductive cycle: seasonal variation in diameter of the largest ovarian follicle
or embryo in mature females of Crotalus durissus from Northeastern Brazil (NE). Solid
circles = primary vitellogenic follicles; open circles = secondary vitellogenic follicles; solid

triangules = embryos in the oviducts. Arrows indicate the parturition period.

Fig. 4. Uterine muscular twisting (UMT) in Crotalus durissus from northeastern Brazil. A.
Macroscopical view showing the vagina (v), kidneys (k). The arrow indicates the UMT in the
uterus. Bar = 20 mm. B. Microscopical view. Arrows indicate the presence of spermatozoa.

Bar =30 pm.
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Table 1. Records of parturition of Crotalus durissus from Northeastern Brazil (NE) in

captivity.
Female Timing of Number of Size (SVL) of Institution Reference
procedence parturition newborns newborns
(month/season) (mm)
NE region February 21 nd Instituto This study
1984/Summer Butantan
NE region April 12 nd Instituto This study
1984/Autumn Butantan
NE region March 33 nd Instituto This study
1984/Summer Butantan
Pernambuco nd 17 294.35 £69.3 Instituto This study
Butantan
Maranhio 24" December 22 340 - 345 Instituto Cordeiro et al.,
1971/ Summer Butantan 1981
Bahia 31%J anuary 16 340 — 345 Instituto Cordeiro et al.,
1972/ Summer Butantan 1981
Bahia 16" February 22 340 — 345 Instituto Cordeiro et al.,
1976/ Summer Butantan 1981
Bahia December to 15% 401.7+21.6 *  Universidade Lira-da-Silva
February/ Federal da etal., 1994
Summer Bahia
Bahia December 9 375 +£5.7 Instituto J. Citadini,
2006/ Summer Butantan unpublished

data

nd = not determined *This work is about 9 clutches and presents only medium values.

MALE REPRODUCTIVE CYCLE

Histological analyses show that C.durissus from NE presents a seasonal
spermatogenic cycle. Spermiogenesis occurs in the end of summer and autumn (March to
June) and peak spermatogenesis is reached during the autumn (June), synchronously to male-
male combat and probably to mating. Complete regression (only spermatogonia and Sertoli
cells present in the seminiferous tubules) was detected in spring (November) (Fig.7).

Simple regression showed that testes volume was positively correlated with SVL (F =
14.2374, 2 = 0.1832, p = 0.0007), but deferent duct diameter was not (F = 0.7371, 2 = -
0.0045, p = 0.6015). Although an increase in testes volume occurs in the autumn (end of
March to June) (Fig.5), simultaneously to male-male combat report, no significant differences
occurred among the four seasons (ANCOVA, F = 0.4383, p = 0.7303). Sperm was present
throughout the year in deferent ducts, but deferent duct diameter did not show significant

variation among seasons either (Fig.6) (ANOVA, F = 1.2934, p = 0.2848).
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A male-male combat episode was observed during the autumn (end of May) by A. P.

Silva (pers. com.) in a pasture area at the municipality of Bom Jesus da Lapa, Bahia State.

There were three snakes in the area and two snakes engaged in a male-male combat for

approximately two hours.
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Fig.5: Seasonal variation in the relative testes volume in Crotalus durissus Northeastern

population (NE). The cross indicates male-male combat ocurrence.
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Fig. 7: Sections of the testes in Crotalus durissus from Northeastern Brazil. (A) Inactive
period (November - spring). (B) Spermatids and the first spermatozoa (March — summer). (C)

Epithelium maximal height, peak spermatogenesis (June - autumn). Bars = 100um.
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ACTIVITY PATTERNS
Adult males were most commonly collected in autumn (y? = 5.101, 1 d.f., p = 0.0239) and
juveniles in winter (2 = 4.140, 1 d.f., p = 0.0419). No significant difference was observed on

adult female abundance among the seasons (Fig.8).
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Number of snakes
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s€asons

Fig. 8: Seasonal collection of Crotalus durissus from Northeastern Brazil (NE). Black bars =

adult males, gray bars = adult females, white bars = juveniles.

Discussion

SIZE OF NEWBORNS, SEXUAL MATURATION AND DIMORPHISM

Various factors are involved in determining neonate size in snakes. Data on size of
newborns is controversial in C. durissus. The size of newborns in NE population varies a lot
according to the data set considered. Thus, additional data on this issue is needed to allow
more accurate comparisons among NE and other C.durissus populations. However, size of
newborns from SE (SVL =297 + 41.9 mm; Almeida-Santos, 2005) is very similar to size of
newborns of a NE clutch from Recife described in this study. Males and females from NE
become sexually mature at approximately the same SVL (820 mm for males and 830 mm for
females). Newborns from Salvador (Bahia) maintained in captivity for 17 months were
approximately 720 mm SVL (J. Citadini, unpublished data). Thus, sexual maturity may be
attained at approximately 2 years old. Rattlesnakes from Central America (C. durissus
durissus) mature at approximately the same SVL too (1000 mm for females and 1010mm for

males, Solérzano & Cerdas, 1988). However, this population reaches sexual maturity at larger
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sizes than C. durissus populations from South America. Males from SE mature at smaller
SVL than females (560 mm for males and 760 mm for females; Almeida-Santos, 2005) and
both sexes mature at smaller SVL than individuals from NE. These differences may be
attributed to differential allocation of energy for growth or reproduction (Shine, 1980; Aubret
et al., 2002) in each C.durissus population. C. durissus from NE and Central America seem to
allocate more energy to growth before starting reproductive activities. This strategy has got
some advantages: females may produce larger clutches as fecundity usually increases with
larger body sizes in snakes (cf. Shine, 1994) and males have got more chances to be
successful in male-male combats and have the access to females (Shine, 1978; Shine, 1980;
Madsen & Shine, 1993). On the other hand, becoming sexually mature at smaller SVL sizes
means that allocation of energy resources to reproduction begins earlier in SE population and
as a consequence, less energy may be available to growth (Bonnet et al., 1998). Thus, females
from SE are smaller (SVL = 985.0 mm + 85.0; Almeida-Santos, 2005) than NE (SVL =
1115.4 mm # 138.4) and Central America (SVL = 1270 mm, range 1000 — 1600 mm;
Solérzano & Cerdas, 1988) females. Earlier maturation may not be advantageous for SE
females because there are costs like decreased fecundity (SE clutch size = 11.7 £ 5.1;
Almeida-Santos, 2005) in relation to NE (see Table 1) and Central America (clutch size =
22.9 +5.9, range 14 — 35 newborns; Solorzano & Cerdas, 1988) populations.

The costs of maturation at smaller sizes may not be so high for males if only sperm
production is considered (but see Olsson et al., 1997). A small male sometimes may be able
to obtain copulations without the need to engage in male-male combats with larger males if
there is significant spatial or temporal heterogeneity in adult sex ratios (Shine, 1994).
However, there are many different explanations to intraspecific variation in sexual maturation
(see Bronikowski & Arnold, 1999 and references cited therein). The garter snake
(Thamnophis elegans) exhibits intraspecific variation in reproductive maturation and
fecundity among other life history traits (Bronikowski & Arnold, 1999). These authors
attributed this variability to differences in prey type (fish, leech and anuran) and availability
among the habitats occupied by different populations. Only rats were identified in stomach
contents of NE population (pers. obs.), but Vanzolini et al. (1980) relate that rattlesnakes prey
on pigeons in caatinga region as well. As pigeons and introduced species of rats may be
considered pests (Fall & Jackson, 1998), food availability does not seem to be a limiting
factor to reproduction for those rattlesnakes which live in disturbed areas where these preys

are abundant. On the other hand, it might not be true to C. durissus populations that live in
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caatinga conserved areas because native small mammals may be a scarce resource in those
areas (Mares et al., 1981; Freitas et al., 2005).

Male-male combat is a behavioral characteristic very strongly conservated along
phylogenetic lineages (Shine, 1994). As its occurrence had already been related to C.durissus
SE population (Santos, 1990) and other species of the genera (see Shine, 1994 for a review),
male-male combat was expected to occur in NE population. According to Shine (1994),
negative values of SSD index, as those found for C. durissus from NE (SSD = - 0,02), SE
(SSD = - 0,01; Almeida-Santos, 2005) and Central America (SSD = - 0,07; Solérzano &
Cerdas, 1988) are another evidence that reinforces the occurrence of male- male combat.
These values indicate that males grow larger than conspecific females in these populations.
However, enhanced fecundity (as litter size increases with body size) and viviparity also
impose selective advantages for the evolution of large body sizes in females of genus
Crotalus. The larger size of males would be a consequence of prolongation of male growth

after maturation (Shine, 1994).

ACTIVITY PATTERNS

Activity patterns also seem to be related to reproductive and climatic conditions in NE
population. Adult males were more abundant in autumn, when male-male combat and mating
happen. The same activity pattern was described for SE population. This peak of activity is
probably due to active female searching for mating (Salomdo et al., 1995) and increased
feeding activity as preys seems to be more abundant during this season (Freitas et al., 2005).
On the other hand, adult females from NE are almost equally abundant throughout the year,
although it is often assumed that they would be more easily collected when they are
vitellogenic or carrying a clutch because they may present a substantial increase in weight
(and reduced ability to escape from predators as a consequence) and they should also spend
more time basking during these periods (Seigel et al., 1987; Gibbons & Semlitsch, 1987;
Salomao et al., 1995). Reproductive females from NE may not need to spend more time
basking due to the maintenance of high temperatures throughout the year in NE region. Thus,
these individuals would not be more exposed to collection due to thermoregulation activities
in this region. However, an experimental approach is needed to confirm or refute these
hypotheses. Juveniles that were born in the summer may be more abundant in the winter
because their initial energetic stores (yolk) probably have already been totally depleted at this

season and they would be looking for food.
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REPRODUCTIVE CYCLES

Considering intraspecific variation among males and females reproductive cycles of
NE and SE C. durissus populations, we observed that females presented a highly
phylogenetically conservated pattern and males showed plasticity responses to environmental
conditions.

The timing of females reproductive events is very similar in NE and SE populations
despite different climatic conditions among the areas. Secondary vitellogenesis occurs from
the end of autumn throughout the winter, until ovulation occurs in the spring. Females store
sperm over winter by means of an uterine muscular twisting (UMT) in both populations. As
ovulation and mating are not synchronous, this strategy of long-term sperm storage is
important to guarantee that fertilization occurs in the spring (Schuett, 1992). Parturition also
occurs during the same seasons (summer and beginning of autumn) in both populations (cf.
Almeida-Santos & Salomao, 1997; 2002 for data about SE population). This pattern is really
similar to Viperidae females reproductive cycles from temperate regions, despite the
occurrence of continuous vitellogenic cycle throughout the winter and absence of hibernation
during this season in C. durissus from the Neotropical region (Almeida-Santos & Salomao,
1997). Sperm storage was not expected to be an obligatory component of reproductive cycles
of snake species which live in tropical areas (Saint Girons, 1982). This author arguments that
under favorable climatic conditions, especially high temperatures as we observe in Brazil
Northeastern region, snake species should present ovulation synchronous to copulation, but it
was not observed for C. durissus. This species showed a female reproductive cycle
phyllogenetically conservated among Viperidae lineage. Phylogenetic relationships are the
main influencing factor for natural history characteristics for other Squamata species as well
(James & Shine, 1985; 1988; Vitt, 1992).

On the other hand, NE and SE C. durissus populations show significative differences
in male reproductive cycles which are probably related to different climatic conditions among
the areas. Male snakes of genus Crotalus from temperate areas (Saint-Girons, 1982; Aldridge
& Duvall, 2002) and C. durissus from SE (Salomdo & Almeida-Santos, 2002) present post-
nupcial, dissociated or type I reproductive cycle according to the classification proposed by
Saint-Girons (1982): spermatogenesis occurs in the warmer season and spermatozoa are
stored throughout the winter in the deferent ducts or in the females reproductive tract.
Histological analyses showed that testicular regression occurred in autumn and winter (colder
seasons), while spermatogenesis began in spring and reached its peak in summer (warmer

season) in males of SE population (Salomao & Almeida-Santos, 2002). Then, sperm is stored
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by males in the deferent ducts until mating occurs in the autumn (when testes are inactive)
and after copulation, by females throughout the winter in the uterus, until ovulation occurs in
spring in SE population (Almeida-Santos et al., 2004b; Almeida-Santos & Salomao, 1997).

The process of spermatogenesis is apparently under the control of body temperature
(Aldridge & Duvall, 2002). Thus, maintenance of high temperatures throughout the year in
NE region would allow males to conduct spermatogenesis at any time of the year. Our results
show that testicular regression occurs in the spring, while spermatogenesis begins in summer
and reaches its peak during autumn in NE males, when small mammals are more abundant in
a conserved caatinga area (Freitas et al., 2005) and simultaneously to male-male combat and
probably to mating. Mating season coincides with spermatogenesis in some viperid snakes
from temperate regions (e.g. Vipera aspis, Vipera berus, Crotalus viridis viridis and Sistrurus
miliaris), but these events occur in the warmer seasons (spring or summer) in these regions
(Saint-Girons, 1982; Aldridge & Duvall, 2002).

Although sperm storage in the female reproductive tract throughout the winter is
obligatory in NE population to synchronize male and female reproductive cycles, male
reproductive cycle may be classified as prenuptial, associated or type III according to Saint-
Girons (1982) and Schuett (1992) because spermatogenesis is completed towards the end of
mating period. Although spermatogenesis is seasonal in NE population, males would be ready
to mate at any time of the year as sperm is present throughout the year in the deferent ducts.
This confirms the hypothesis of Aldridge & Duvall (2002) that females determine the mating
period and males have to adapt to it. Studies considering the sexual segment of the kidney (cf.
Sever et al., 2008) and abdominal fat (¢f. Santos & Llorente, 2004) should be conducted to
verify if there are differential reproductive costs between SE and NE C. durissus populations
as they present different male reproductive strategies. As there is no data available on
spermatogenic cycles of other C. durissus populations, such studies should be conducted in
other Brazilian populations from Central Brazil, isolated populations in savannas inside the
Amazon Forest and Central America.

Although rainfall was an important variable in determining other snake species
reproductive events, as Liophis miliaris in Brazil (Pizzatto & Marques, 2006) and
Tropidonophis mairii in Australia (Brown & Shine, 2006), this factor does not seem to play a
major role in C. durissus reproductive cycle. On the other hand, temperature variation across
different regions in Brazil, especially the maintenance of high temperatures during autumn
and winter in Notheastern region, may be a key factor to explain intraespecific variation and

evolutionary plasticity in Crotalus durissus male reproductive cycles.
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Resumo

A biologia reprodutiva de Bothrops leucurus, dos estados da Bahia e Espirito Santo no Brasil,
¢ descrita com base em andlises macroscépicas e microscopicas das gonadas e vias genitais.
Machos alcancam a maturidade sexual a partir de 500 mm e fémeas a partir de 555 mm de
comprimento rostro-cloacal (CRC). Nao ha diferenga significativa em relacdo ao CRC de
machos e fémeas sexualmente maduros. As fémeas apresentam ciclo reprodutivo sazonal:
foliculos vitelogénicos foram encontrados de fevereiro a novembro (do verdo até a primavera)
e embrides nos ovidutos de setembro a janeiro (final do inverno até o verdo). O tamanho da
ninhada (3 a 29 filhotes) € positivamente correlacionado com o CRC da mae.
Espermatozdéides estocados no utero de fémeas por meio de uma contragdo muscular uterina
(UMT - “uterine muscular twisting”) foram encontrados durante o inverno. Os ciclos
reprodutivos das fémeas de B. leucurus e outras espécies do grupo B. atrox apresentam
variacdo temporal na ocorréncia de alguns eventos reprodutivos (e.g. vitelogénese, ovulagao,
nascimento dos filhotes) em relagdo ao padrio proposto para o género. Os machos apresentam
ciclo reprodutivo sazonal. O epitélio germinativo do testiculo permanece inativo durante o
inverno e a primavera. A espermatogénese tem inicio no verao e atinge um pico no outono
durante a estagdo reprodutiva, o que permite classificar o ciclo como pré-nupcial ou
associado. O epitélio do ducto deferente apresenta adaptacdes para a estocagem de esperma

somente nas estacdes em que o esperma € produzido no testiculo (verdo e outono).

Introducao

Varidveis ambientais como temperatura, umidade e disponibilidade de alimento
sempre foram apontadas como sendo determinantes sobre o ciclo reprodutivo dos répteis
(Fitch, 1982). Por isso, alguns autores sugeriam que os ciclos reprodutivos de serpentes da
regido tropical deveriam ser continuos em func¢do das condi¢des climaticas (altas
temperaturas) e grande disponibilidade de presas nos ecossistemas tropicais (Fitch, 1982; Vitt,
1983; Seigel & Ford, 1987). Porém, estudos sobre a biologia reprodutiva de serpentes da
regido tropical (principalmente Brasil e Austrdlia) revelaram que muitas espécies apresentam
ciclos sazonais (Marques, 1996; Almeida-Santos & Salomao, 2002; Brown & Shine, 2006;
Pizzatto et al., 2007). Uma explicacdo possivel para a existéncia de ciclos reprodutivos
sazonais nos tropicos € que esta seja uma caracteristica conservada em algumas linhagens

filogenéticas de serpentes (Vitt, 1992; Marques, 1996). Almeida-Santos & Salomao (2002)
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apresentaram a hipétese de que o género Bothrops possua um padrdo reprodutivo ancestral
conservado ao longo das linhagens filogenéticas do género na América do Sul.

Bothrops leucurus é uma serpente da Familia Viperidae que se encontra distribuida na
regido costeira dos estados do Espirito Santo, Bahia, Sergipe, Alagoas e Ceard, onde
primariamente predominava a Mata Atlantica (Campbell & Lamar, 2004; Porto & Teixeira,
1995). B. leucurus pertence ao grupo Bothrops atrox (Wiister et al., 1999) e representa uma
colonizacdo de origem amazodnica que teria ocorrido durante o Pleistoceno de acordo com
Puorto et al. (2001). Informacdes pontuais sobre exemplares mantidos em cativeiro sao os
unicos dados sobre a biologia reprodutiva de B. leucurus disponiveis na literatura atualmente.
Comportamentos de combate entre os machos e acasalamento foram observados durante o
outono (Almeida-Santos & Saloméo, 2002) e nascimentos ocorreram de dezembro (inicio do
verdo) a abril (inicio do outono) em cativeiro (Lira-da-Silva et al., 1994; Sant’anna et al.,
2001).

O objetivo deste trabalho € apresentar aspectos da biologia reprodutiva de B. leucurus
e discutir a influéncia das varidveis climdticas da regido (e.g. temperatura e pluviosidade) e
das relacdes filogenéticas sobre a determinacdo dos principais eventos reprodutivos nesta
espécie. Para tanto, foram investigados aspectos morfolégicos e anatdmicos envolvendo a
maturagdo gonadal e o dimorfismo sexual. Os ciclos reprodutivos (espermatogénico e
vitelogénico) foram associados aos padrdes de estocagem de esperma em machos e fémeas. A
existéncia de relacdo entre a atividade anual da espécie e os principais eventos reprodutivos
também ¢ discutida. Além disso, uma comparagdo preliminar com os padrdes reprodutivos

descritos para as outras espécies do grupo B. atrox na literatura é apresentada.

Material e Métodos

Foram examinados 320 exemplares de Bothrops leucurus (134 fémeas adultas, 168
machos adultos e 18 jovens) depositados no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de
Santa Cruz (MZUESC), Colecdo Zoolégica Gregério Bondar (CZGB) and Colecao
Herpetoldgica Alphonse Richard Hoge no Instituto Butantan (IB). As serpentes analisadas sao
provenientes da regido costeira do Espirito Santo e Bahia no Brasil (12°01’N, 20°18’S,
38°55’L, 40°56’0). Originalmente esta drea era coberta por Mata Atlantica, que hoje se
encontra degradada em grande parte. Porém ainda restam fragmentos remanescentes e parte

da floresta foi conservada pelo sistema do cultivo do cacau em cabruca (Argdlo, 2004). B.
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leucurus pode ser encontrada em culturas agricolas, pastos para gado, brejos e remanescentes
de mata na regido estudada (Ripa, 1997).

Para caracterizar o clima da regido, foram construidos climatogramas de todos os
municipios amostrados no programa DIVA-GIS 7.1.7, a partir da base de dados WorldClim
(clima atual: 1950 — 2000), versao 1.3 de outubro de 2004, resolu¢do de 10 minutos. Altas
temperaturas sdo mantidas durante o ano todo na regido, porém os indices de precipitagdo
apresentam dois padrdes: nas localidades do Espirito Santo e em alguns municipios da Bahia,
as estacOes seca e chuvosa sdo bem marcadas (Fig.1A); enquanto em outras localidades da
Bahia, os indices de pluviosidade permanecem altos e praticamente constantes ao longo do
ano, ou seja, praticamente nao ha estacio seca (Fig.1B). A temperatura varia de 12,2°C a
27,3°C nos meses mais frios do ano (junho, julho, agosto) e nos meses mais quentes (janeiro,
fevereiro, marco) de 17, 3°C a 31,7°C. A precipitacdo anual varia de 597 a 2290 mm’ de
acordo com o municipio.

Andlises preliminares (estatisticas e histolégicas) considerando as populacdes do
Espirito Santo e sul da Bahia (anteriormente designada Bothrops pradoi) e demais localidades
da Bahia separadamente nio apresentaram resultados diferentes de acordo com a regido
geografica. Por isto, todos os dados sdo apresentados conjuntamente para caracterizar o ciclo
da espécie.

ApOs o registro do comprimento rostro-cloacal com auxilio de fita métrica de acurdcea
de 10 mm, a dissec¢do ventral dos individuos foi realizada para exame das gdnadas e vias
genitais. Com auxilio de paquimetro digital (precisdao 0,1 mm), os seguintes dados foram
registrados para as fémeas adultas: (1) didmetro do maior foliculo ovariano ou presenga de
embrides; (2) presenca/auséncia de contracdo muscular uterina (UMT — uterine muscular
twisting) na porc¢do distal do ttero; (3) aspecto geral dos ovidutos (liso ou pregueado); (4)
presenca de corpo liteo nos ovarios; (5) estado de diferenciagdo da vagina (diferenciada ou
indiferenciada). As fémeas que apresentavam foliculos em vitelogénese secunddria ou
embrides no oviduto, ovidutos pregueados, presenca de corpo liteo nos ovarios e vaginas
diferenciadas foram consideradas adultas (=sexualmente maduras). Fémeas que ndo
apresentaram nenhuma destas caracteristicas foram consideradas jovens (=sexualmente

imaturas).
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Fig.1. Padrdes climédticos da regido estudada. A. Com estacdo seca bem marcada. B. Sem
estacdo seca bem definida.

Para os machos adultos foram registrados: (1) comprimento, largura e espessura dos
testiculos direito e esquerdo para determinar o volume testicular (VT) utilizando a férmula
para o volume da elipséide (VT = 4/3.11.a.b.c, onde a= metade do comprimento, b = metade
da largura, ¢ = metade da espessura); (2) aspecto (liso/opaco/convoluto) e didmetro dos ductos
deferentes direito e esquerdo na sua por¢do mais alargada, na regido distal proxima a regidao
da cloaca. No caso de testiculos com mais de um lobo, cada lobo teve suas medidas tomadas

individualmente e o volume total do testiculo corresponde a soma dos volumes dos lobos. A
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presenca de espermatozdides em andlises histologicas dos testiculos ou ductos deferentes foi
utilizada como principal critério para a determinagdo da maturidade sexual nos machos. O
aspecto opaco e convoluto dos ductos deferentes foi utilizado como critério na auséncia de
andlises microscépicas disponiveis para o individuo.

O ciclo reprodutivo das fémeas foi caracterizado pela distribui¢do do maior foliculo
ovariano ou presenca de embrides nos ovidutos ao longo do ano. A porg¢do distal do ttero, na
presenca de UMT e foliculos em vitelogénese secundaria simultaneamente, foi coletada para
andlise histolégica para verificar a existéncia de estocagem de esperma no trato reprodutivo
das fémeas.

As variagdes do volume testicular e do didmetro dos ductos deferentes ao longo do ano
foram combinadas com andlises histoldgicas para descrever o ciclo reprodutivo dos machos.
A correlacdo do volume dos testiculos com o comprimento do corpo (CRC) foi testada por
regressdo simples. Para comparar o volume do testiculo, foram realizados testes para as quatro
estacoes do ano (primavera, verdo, outono e inverno) e também para a estacdo seca (outono +
inverno) e chuvosa (primavera + verdo), utilizando andlise de covariancia (ANCOVA), nas
quais o CRC foi utilizado como co-varidvel. O teste de Kruskal-Wallis foi empregado para
verificar a existéncia de diferencas quanto ao didmetro do ducto deferente entre as quatro
estacOoes do ano. As comparacOes entre as estacOes foram feitas pelo teste de Student-
Newman-Keuls. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparagdes sobre o didmetro
do ducto deferente entre as estacdes seca e chuvosa. Os testiculos e a por¢ao distal do ducto
deferente dos machos foram processados para histologia para determinacdo do ciclo
espermatogénico e avaliagdo de existéncia de estocagem de esperma nos ductos.

Todos os o6rgdos coletados para andlises histoldgicas (ttero, testiculo e ducto
deferentes) foram preservados em dlcool a 70% e processados pelo método de parafina.
Foram obtidos cortes de 5 um de espessura e a coloracdo Hematoxilina-Eosina (H/E) foi
utilizada para estudo dos tecidos.

O teste t de Student foi empregado para a andlise de dimorfismo sexual quanto ao
tamanho do corpo entre machos e fémeas adultos. Além disso, o indice de dimorfismo sexual
(SSD - sexual size dimorphism) foi calculado como 1 — (média do CRC do maior sexo/ média
do CRC do menor sexo) de acordo com Gibbons & Lovich (1990) e Shine (1994). Por
convengao, valores positivos correspondem a fémeas maiores que machos e valores negativos
a machos maiores que fémeas (Shine, 1994).

A atividade das serpentes foi inferida por meio da comparagdo do numero de

individuos de cada sexo depositado nas cole¢des nas diferentes estagdes do ano (cf. Marques
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et. al., 2001; Almeida-Santos & Salomao, 2002) utilizando o teste exato de Fisher para
comparagio par a par.

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio dos programas Statistica
(versdao 7.0) e Bioestat (versdo 5.00), assumindo p < 0,05 como critério de significancia. As
andlises foram realizadas de acordo com Zar (1999). Na auséncia de distribuicdo normal dos

dados ou ocorréncia de variancias desiguais foram utilizados testes ndo-paramétricos.
Resultados

DIMORFISMO SEXUAL

O comprimento (CRC) dos machos sexualmente maduros variou de 500 a 1270 mm
(820,3 £ 152,9 mm). Ja o CRC das fémeas adultas variou de 555 a 1360 (856,4 + 173,9 mm).
Nao ha diferenca significativa quanto ao CRC entre machos e fémeas adultos (t = 1,71, p =

0,09). O indice de dimorfismo sexual (SSD) encontrado foi + 0,02.

CICLO REPRODUTIVO DAS FEMEAS

Fémeas apresentando foliculos em vitelogénese primaria foram encontradas ao longo
do ano todo. Foliculos em vitelogénese secundédria foram encontrados de fevereiro a
novembro (do verdo até a primavera). Embrides foram encontrados nos ovidutos de setembro
a janeiro (do final do inverno até o verdo) (Fig.2). Somente fémeas provenientes da Bahia
ovularam em setembro, no final do inverno. O tamanho da ninhada (nimero de embrides nos
ovidutos) € positivamente correlacionado com o tamanho (CRC) da mae (R2 =047; p <
0,0001). O ndmero de embrides nos ovidutos variou de 3 a 29. Espermatozdides foram
encontrados no interior das dobras da contracdo muscular uterina (UMT) em fémeas
apresentando foliculos em vitelogénese secunddria durante o inverno (Fig.3). Um resumo dos
dados disponiveis na literatura sobre os eventos reprodutivos nas espécies do grupo Bothrops

atrox € apresentado na Tabela 1.
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Fig.2. Ciclo reprodutivo das fémeas de Bothrops leucurus em relacdo a distribuicdo do maior
foliculo ovariano e presenca de embrides no oviduto ao longo do ano. Circulos pretos =
foliculos em vitelogénese primadria; circulos brancos = foliculos em vitelogénese secunddria;
losangos = embrides nos ovidutos. As setas indicam a época de nascimento dos filhotes de
acordo com Lira-da-Silva et al. (1994) e Sant’anna et al. (2001).

Fig.3. Contragdo muscular uterina (UMT) em Bothrops leucurus. A. Aspecto macroscopico
da regidao do ttero e da vagina totalmente diferenciada (v). As setas indicam a regido da
contracdo (UMT). Barra = 20 mm. B. Aspecto microscépico da UMT. A seta indica a
presenca de espermatozdides junto ao epitélio uterino. Barra = 100um.
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CICLO REPRODUTIVO DOS MACHOS

O volume dos testiculos € positivamente correlacionado ao CRC (F = 144,5204; 12 =
0,4622; p < 0,0001). Nao ha diferenca significativa quanto ao volume do testiculo entre as
quatro estagdes do ano (ANCOVA, F = 0,1044; p = 0,9565), nem entre a estacdo seca e
chuvosa (ANCOVA, F = 0,0491; p = 0,9907). Entretanto, andlises histologicas demonstram
que o ciclo espermatogénico de B. leucurus é sazonal. Durante o inverno ocorre a regressao
total do epitélio germinativo testicular e o testiculo continua em fase de quiescéncia durante a
primavera. A espermatogénese tem inicio no verdo e o pico de producdo de espermatozdides
ocorre no outono, quando o epitélio seminifero atinge a altura maxima observada (Fig.5).
O diametro do ducto deferente € maior na estagdo seca do que na chuvosa (Z = 2,6786; p =
0,0074). Considerando as quatro estacdes do ano, o didmetro do ducto deferente é maior no
inverno do que no verdo (H = 8,7797; p = 0,0324). As andlises histoldgicas indicam que
espermatozoides estdo presentes ao longo do ano todo nos ductos deferentes, embora no verao
também possam ser encontrados ductos deferentes vazios em alguns individuos (Fig. 7.C.). O
epitélio pseudoestratificado do ducto deferente encontra-se baixo e provavelmente ndo
secretor durante a primavera. Durante o verdo, o epitélio aumenta de tamanho e passa a
apresentar dobras mesmo nos ductos deferentes vazios, preparando-se assim para estocar oS
espermatozoides que estdo sendo produzidos nos testiculos. Durante o outono o epitélio
permanece com a presencga de dobras. J4 no inverno, ndo € mais possivel visualizar a presenca
destas dobras do epitélio que se mantém baixo e provavelmente nio secretor durante esta

estacdo apesar de apresentar o didmetro aumentado.
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Fig.4. Ciclo testicular de Bothrops leucurus em relagdo ao volume relativo dos testiculos
(volume dos testiculos/ CRC) ao longo do ano.

Fig. 5. Ciclo espermatogénico de Bothrops leucurus. A. Processo de espermatogénese em
andamento no verdo, com a presenca de espermatozdides na luz dos tibulos seminiferos. B.
Pico da espermatogénese durante o outono. C. Regressdo do epitélio germinativo durante o
inverno. D. Testiculo em fase de quiescéncia durante a primavera. Barras = 100um.
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Fig. 6: Ciclo do ducto deferente de Bothrops leucurus em relagao ao didmetro do ducto
deferente ao longo do ano.

Fig. 7: Ciclo do ducto deferente de B. leucurus de acordo com andlises microscopicas. A.
Inverno: o epitélio pseudoestratificado do ducto estd baixo. B. Primavera: o epitélio
permanece baixo e ndo secretor. C. Verdo: o epitélio aumenta de tamanho e apresenta dobras.
D. Outono: Epitélio continua apresentando dobras. Os asteriscos indicam a presenca de
espermatozoéides nos ductos e as setas apontam para o epitélio do ducto deferente. Barras =
100um.
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PADROES DE ATIVIDADE

Machos adultos foram mais abundantes no outono (estacdo seca) do que no verao e primavera
(estac@o chuvosa) (p < 0,05). Além disso, machos foram mais abundantes no inverno (estacao
seca) do que na primavera (estagcdo chuvosa) (p < 0,05). Fémeas adultas foram mais
comumente coletadas no outono e inverno (estacdo seca) do que na primavera € verdo

(estac@o chuvosa) (p <0,05).
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Fig. 8. Abundancia de machos (barras pretas) e fémeas (barras cinzas) adultos, depositados

nas colecdes visitadas, ao longo do ano.

Discussao

Bothrops leucurus e as demais espécies do grupo B. atrox apresentam uma
caracteristica intrigante em relagdo ao dimorfismo sexual. Geralmente, em espécies nas quais
ocorre 0 combate entre os machos, os machos sdo maiores que as fémeas e o indice de
dimorfismo sexual de tamanho (SSD) apresenta valores negativos (Shine, 1994). Entretanto,
nas espécies do grupo B. atrox, as fémeas sdo maiores que os machos e os valores do SSD sdo
positivos, apesar da existéncia de relato de combate para B. leucurus, B. moojeni e B. atrox
(cf. Almeida-Santos & Salomdao, 2002). Este padrao de dimorfismo sexual (fémeas maiores
que os machos) também ocorre nas demais espécies do género Bothrops, para as quais nao ha
relato de combate entre os machos (Capitulo III, Hartmann et al., 2004; Almeida-Santos,

2005; Monteiro et al.,2006; Sazima & Manzani, 1998).
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Os machos de B. leucurus, B. moojeni e B. atrox atingem a maturidade sexual com
comprimento menor que as fémeas (este trabalho, Nogueira et al., 2003; Oliveira, 2003). Na
maioria das espécies de serpentes, as fémeas alcancam a maturidade sexual com um
comprimento maior que os machos, provavelmente porque deve existir uma relacdo entre o
tamanho da fémea e a fecundidade, ou seja, quanto maior a fémea, maior o numero de filhotes
(Shine, 1994). Esta € uma vantagem da maturacdo tardia (e consequentemente com um
tamanho maior) que ocorre em algumas serpentes da Familia Viperidae (Saint Girons, 1957).
De qualquer forma, ha espécies de serpentes que ndo apresentam a relacdo “quanto maior a
fémea, maior o nimero de filhotes™ (Seigel & Ford, 1987; Bonnet et al., 2000; 2003, Reading,
2004).

A maturidade tardia também € favorecida nos machos de B. leucurus, B. atrox e B.
moojeni, pois o sucesso reprodutivo € influenciado pelo tamanho dos individuos (Stearns,
1976), uma vez que estas espécies apresentam comportamento de combate entre os machos
(cf. Almeida-Santos & Salomao, 2002) e machos maiores tendem a vencer os combates e
conseguir o acesso as fémeas (Shine, 1978). As altas taxas de sobrevivéncia observadas para
a maioria das espécies de viperideos (Saint Girons, 1957) tornam possivel o emprego da
estratégia da maturacdo tardia (cf. Stearns, 1976 para uma revisdo sobre historia de vida).
Shine (1980) atribui estas altas taxas de sobrevivéncia a estratégia de forrageamento passiva
empregada pelos viperideos (estratégia ‘“senta e espera”) que reduz a exposi¢do destas
serpentes a predadores.

Por outro lado, podemos questionar porque algumas fémeas pequenas tornam-se
sexualmente maduras e produzem ninhadas pequenas de trés ou cinco filhotes (veja Tabela 1).
Dentre as teorias de histéria de vida, podemos encontrar algumas explicacdes possiveis para
este fato. Estas fémeas podem fazer parte de populacdes em crescimento, nas quais, a selecao
age no sentido de favorecer o primeiro evento reprodutivo assim que este for fisiologicamente
possivel (Cole, 1954; Lewontin, 1965). Para Bonnet et al. (2000), a existéncia de fémeas
pequenas e reprodutivas em uma populacdo pode indicar que existam tdticas 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. A
disponibilidade de presas no ambiente também pode afetar o tamanho da ninhada em
serpentes como foi demonstrado pelos experimentos em cativeiro realizados por Ford &
Seigel (1989) e Seigel & Ford (1991). Estes autores demonstraram que fémeas de
Thamnophis marcianus e Elaphe guttata que recebiam uma quantidade menor de presas

produziam ninhadas menores em comparagdo com serpentes que recebiam uma dieta mais
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calorica (Ford & Seigel, 1989; Seigel & Ford, 1991). Porém, a escassez de presas ndo parece
ser uma explicagdo razoavel para que fémeas de B. leucurus produzam ninhadas pequenas,
pois, teoricamente, em func¢do da estabilidade climética de parte de sua drea de ocorréncia
(Fig. 1.B.), deveria haver disponibilidade continua de presas no ambiente (Alves et al., 2005).
Nas localidades em que a estacdo seca e chuvosa sdo bem definidas (Fig. 1.A), a pluviosidade
pode interferir na disponibilidade de anfibios, um dos tipos de presa consumida
principalmente pelos juvenis de B. leucurus (Martins et al., 2002). Uma vez que B. leucurus
possui hdbito alimentar generalista e seus principais tipos de presa sdo relativamente
abundantes em seu habitat, incluindo os pequenos mamiferos que sdo as principais presas
durante a fase adulta desta espécie (Martins et al., 2002), a escassez de presas provavelmente
ndo ocorre também nas dreas com estagdo seca e chuvosa bem marcadas. De qualquer forma,
para obter evidéncias que possam ser consideradas conclusivas sdo necessdrios estudos
delineados para testar a possivel influéncia da disponibilidade de alimento e de outras
varidveis ambientais, como a pressdo de predagdo, por exemplo, sobre o tamanho em que a
maturidade sexual é atingida, bem como sobre o tamanho da ninhada e outras caracteristicas
do ciclo reprodutivo de B. leucurus e demais espécies do grupo B. atrox.

O ciclo reprodutivo das fémeas de B. leucurus € sazonal, uma vez que tanto a
ocorréncia de embrides nos ovidutos (setembro a janeiro — final do inverno até o verdo),
quanto o nascimento dos filhotes (dezembro a abril — do verdo ao inicio do outono, Lira-da-
Silva et al., 1994) acontecem em periodos bem definidos do ano. Foliculos em vitelogénese
secunddria sdo encontrados ao longo da maior parte do ano, em todas as estacdes (de fevereiro
a novembro), porém esta ndo é uma boa evidéncia de que o ciclo das fémeas seja continuo,
pois a velocidade de deposicdo do vitelo nos foliculos pode variar de acordo com a condic¢io
corpérea da fémea (ou seja, em funcdo de suas reservas energéticas acumuladas antes da
estacdo reprodutiva) e/ou com a disponibilidade de presas no ambiente (e seu consumo) no
momento em que se dd a vitelogénese (Reading, 2004; Licht, 1984). Variacdes hormonais
também podem interferir na taxa de deposicdo de vitelo nos foliculos (Cree et al., 1991).

Almeida-Santos e Salomao (2002) propuseram a hipdtese de que o padrao reprodutivo
observado no género Bothrops representa a reten¢do de um padrdo ancestral ao longo desta
linhagem filogenética, de forma que as diferengas climdticas entre os ambientes ocupados
pelas 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 f€meas por meio do UMT

durante o outono e inverno (Julho a Setembro); fertilizagdo na primavera (outubro a
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dezembro) e, finalmente, o nascimento dos filhotes ocorreria na estacdo chuvosa, durante o
verdo (janeiro a mar¢o) (Almeida-Santos & Salomao, 2002). Porém, o ciclo reprodutivo de B.
leucurus, assim como os ciclos de outras espécies do grupo B. atrox apresentam variagdoes
temporais em alguns eventos reprodutivos em relacdo ao que foi proposto por estas autoras
como padrdo para o gé€nero. B. asper apresenta variacdo interespecifica em relagdo aos
eventos reprodutivos, com periodos de vitelogénese secunddria e nascimento dos filhotes
diferentes para populacdes isoladas por uma cadeia de montanhas na Costa Rica (Solérzano &
Cerdas, 1989). Tais diferencas entre as populagdes sdo atribuidas as diferengas climaticas
entre a regido da Costa Rica voltada para o Oceano Pacifico (estagdo seca e chuvosa bem
definidas) e a regido voltada para o Oceano Atlantico (sem estagdo seca bem definida)
(Solérzano & Cerdas, 1989). Embora grande parte dos dados sobre B. atrox seja proveniente
de observacdes em cativeiro, os eventos reprodutivos parecem ocorrer em épocas diferentes
dependendo da regido da Amazonia (Central, Oriental ou Ocidental) (Cunha & Nascimento,
1981; Duellman, 1978; Fitch, 1970; Oliveira, 2003). Dados sobre individuos de B. atrox
provenientes da natureza da regido da Amazonia Central indicam que os eventos reprodutivos
ocorram antecipadamente em relacdo ao padrdo proposto para o género: o periodo da
vitelogénese tem inicio em margo e os filhotes nascem a partir de agosto, durante a estacao
seca (Oliveira, 2003) e ndo somente na estacdo chuvosa como foi proposto por Almeida-
Santos & Salomao (2002). Em B. moojeni da regido do cerrado, a ovulagdo também ocorre
antecipadamente em relagdao ao padrdao proposto (a partir de julho) (Nogueira et al., 2003).
No entanto, diversos componentes do ciclo reprodutivo de B.atrox, B. asper e B. moojeni (e.g.
ciclo espermatogénico, padrdes de estocagem de esperma nas fémeas e machos) ainda
precisam ser estudados para que a biologia reprodutiva destas espécies possa ser
compreendida e comparagdes mais precisas sobre as estratégias reprodutivas das espécies do
grupo B. atrox possam ser elaboradas.

Em B. leucurus, além do periodo de deposicao de vitelo nos foliculos ocorrer durante
praticamente o ano todo, a ovulacdo e fertilizacdo dos foliculos ocorre a partir de setembro
(final do inverno), o que pode ser possivel gracas as altas temperaturas encontradas na regiao
de ocorréncia da espécie durante o ano todo, que possibilitam que o desenvolvimento
embriondrio possa ocorrer adequadamente mesmo no inverno (Vinegar, 1974). Além disso,
apesar dos relatos de acasalamento para B. leucurus estarem dentro dos padrdes propostos
para o género (Almeida-Santos & Salomao, 2002), o ciclo do ducto deferente de B. leucurus
sugere que o acasalamento e a cOpula possam ocorrer também no inverno, uma vez que o

didametro do ducto deferente apresenta-se tdo elevado no inverno quanto no outono (época
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conhecida da copula) e diminui logo apés o inverno, na primavera. O padrao de atividade
anual de B. leucurus esta intimamente relacionado aos eventos reprodutivos e fornece indicios
de que a hipdtese de que a época de acasalamento possa se estender do outono até o inverno
possa ser verdadeira. Machos e fémeas adultos sdo mais abundantes durante o outono (estagao
em que foi registrada a copula) e o inverno, estacdo em que a cOpula também poderia ocorrer
de acordo com os dados apresentados. Estudos em campo sdo necessdrios para confirmar ou
refutar esta hipdtese. Outra razdo possivel para a coleta de muitas fémeas durante o outono e o
inverno seria a presenca de fémeas com foliculos em vitelogénese secundéria durante estas
estagdes. O sobrepeso causado pelos foliculos vitelogénicos dificultaria a locomogdo e
consequentemente, o comportamento de fuga das fémeas (Seigel et al., 1987; Gibbons &
Semlitsch, 1987; Salomao et al., 1995). De qualquer forma, fémeas vitelogénicas de B.
leucurus foram encontradas também em outras estacdes, o que enfraquece o uso deste
argumento para esta espécie. Por outro lado, durante estas estacdes que apresentam
temperaturas menores em relacdo aos demais periodos do ano, as fémeas vitelogé€nicas
poderiam passar mais tempo termorregulando (Seigel et al., 1987; Gibbons & Semlitsch,
1987; Salomao et al., 1995).

Os dados discutidos até esse ponto indicam que, embora estudos em campo e/ ou
experimentos em laboratorio delineados para testar a influéncia das varidveis ambientais (e.g.
temperatura, pluviosidade e disponibilidade de presas) sobre a determinacdo de alguns
eventos reprodutivos sejam necessdrios, parece haver alguma influéncia das varidveis
ambientais sobre a determinacdo de alguns eventos reprodutivos, como a vitelogénese,
ovulacdo e época de nascimento dos filhotes, nas espécies do grupo B. atrox, em funcdo dos
diferentes periodos de ocorréncia destes eventos em relacdo ao padrdo proposto para o género
por Almeida-Santos & Salomdo (2002). Por outro lado, outras caracteristicas do ciclo
reprodutivo mostraram-se conservadas ao longo da linhagem filogenética como foi proposto
pelas autoras. A hipétese de que a estocagem de esperma por meio da UMT nas fémeas
durante o inverno ocorra em todas as espécies do gé€nero Bothrops (Almeida-Santos &
Salomao, 2002) foi corroborada para Bothrops leucurus, uma vez que espermatozoéides foram
encontrados no interior da UMT desta espécie. A cascavel neotropical, Crotalus durissus,
também apresenta a estratégia de estocagem de esperma por meio da UMT (Almeida-Santos
& Salomao, 1997; Capitulo I). Uma vez que a cépula e a fertilizagao s@o dissociadas nestas
espécies, a estocagem de esperma € um evento obrigatério para o sucesso reprodutivo

(Schuett, 1992; Almeida-Santos & Salomao, 1997; 2002).
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Os machos de serpentes também podem apresentar ciclos reprodutivos dissociados,
nos quais a produgdo de esperma ndo ocorre simultaneamente a copula e os espermatozoides
sdo estocados no ducto deferente até a estacao reprodutiva. Este tipo de ciclo reprodutivo é
classificado como Tipo I, dissociado ou pds-nupcial de acordo com a classificacdo de Saint-
Girons (1982). Crotalus durissus e Bothrops jararaca do Estado de Sao Paulo, regido sudeste
do Brasil, apresentam ciclo reprodutivo pds-nupcial, pois a copula ocorre no outono e os
espermatozoéides sdo produzidos durante a estacdo anterior (Almeida-Santos, 2005; Salomao
& Almeida-Santos, 2002). Bothrops erythromelas, da regiao das caatingas do Nordeste do
Brasil também apresenta ciclo reprodutivo pds-nupcial, apesar das altas temperaturas
encontradas durante o ano todo em sua regido de ocorréncia possibilitarem, teoricamente, a
ocorréncia de espermatogénese em qualquer época do ano (Capitulo III). J4 o ciclo
reprodutivo de B. leucurus pode ser classificado como associado, Tipo I ou pré-nupcial de
acordo com a classificacido de Saint-Girons (1982), pois o pico da espermatogénese ocorre no
outono, na mesma estacdo em que foi relatada a ocorréncia de cépula para a espécie. Os
machos de Crotalus durissus da regidao das caatingas e Bothrops insularis da Ilha da
Queimada Grande também apresentam ciclo reprodutivo pré-nupcial (Capitulo I;
Kasperoviczus, 2009). Em B. insularis, o ciclo pré-nupcial parece estar relacionado a
disponibilidade sazonal de presas (aves migratorias) na ilha (Kasperoviczus, 2009). Porém,
este fator ndo parece ser tdo relevante para a determinagdo do ciclo reprodutivo dos machos
de B. leucurus, uma vez que esta espécie possui hdbito alimentar generalista e seus principais
tipos de presa sdo relativamente abundantes em seu habitat (Martins et al., 2002).

Espermatozéides podem ser encontrados em todas as estacdes do ano no ducto
deferente de B. leucurus, porém o epitélio do ducto deferente apresenta modificacdes
estruturais associadas a estocagem de esperma (epitélio mais alto e com a presenca de dobras)
somente durante o verdo e outono, estacdes em que os espermatozdides estdo sendo
produzidos nos testiculos. Estudos sobre a viabilidade dos espermatozéides contidos no
interior dos ductos deferentes durante as estagdes em que o epitélio do ducto deferente se
mantém baixo e provavelmente ndo secretor (inverno e primavera) podem contribuir tanto
para a compreensdao do ciclo reprodutivo desta espécie, como para o conhecimento dos
mecanismos envolvidos na estocagem de esperma. Por exemplo, quais seriam os mecanismos
de nutricdo dos espermatozodides na auséncia de secre¢do de substancias pelo ducto deferente?
Os dados apresentados aqui mostram que B. leucurus pode ser um bom modelo para estudos
sobre os mecanismos fisioldgicos envolvidos na estocagem de esperma nos machos de

serpentes.
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Os dados apresentados mostram que os ciclos reprodutivos dos machos das espécies
de Bothrops parecem sofrer influéncia das condi¢cdes ambientais locais, embora os dados
disponiveis até o momento ainda ndo sejam suficientes para determinar qual fator
(temperatura, pluviosidade, disponibilidade de alimento) ou combinag¢ao de fatores teria maior
influéncia sobre a época de ocorréncia da espermatogénese e padrOes de estocagem de
esperma nos ductos deferentes.

A maior parte das informagdes sobre os ciclos reprodutivos dos machos de serpentes
da regido neotropical sdo inferidas a partir da variagdo de medidas morfométricas dos
testiculos e ductos deferentes ao longo do ano (e.g. Pizzatto & Marques, 2002; 2006; Pizzatto
et al., 2008a,b), baseando-se na premissa de que maiores tamanhos testiculares estejam
associados ao pico da espermatogénese em serpentes (Volsge, 1944). Porém, andlises
histolégicas demonstraram que os ciclos reprodutivos de B. leucurus, B. erythromelas
(Capitulo III) e B. insularis (Kasperoviczus, 2009) sdo sazonais, embora nio ocorra variacao
no volume do testiculo ao longo do ano, ou seja, nestas espécies, o pico da espermatogénese
ndo é representado por um aumento no tamanho testicular. Além disso, um estudo com
Crotalus scutulatus mostrou que os testiculos sdo maiores na época da regressdo do epitélio
testicular nesta espécie (Schuett, 2002). Isto indica que a auséncia de variacdo do volume ou
comprimento dos testiculos ao longo das estacdes ndo significa necessariamente que a espécie
apresente ciclo espermatogénico continuo. Tal fato pode interferir na interpretagdo atual dada
ao ciclo reprodutivo dos machos de vdrias espécies de serpentes neotropicais, principalmente
em relacdo ao padrido de ocorréncia de ciclos continuos ou sazonais (para uma revisdo veja
Pizzatto et al., 2007). A inclusdo de andlises histoldgicas das gonadas e vias genitais dos
machos de serpentes fornecerd dados importantes para a discussdo sobre a existéncia (ou nao)
da influéncia de varidveis ambientais e/ ou da filogenia sobre o ciclo reprodutivo de Bothrops

e outros grupos de serpentes.
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Estratégias reprodutivas de Bothrops erythromelas das caatingas do
Brasil: maturacdo e dimorfismo sexual, ciclos reprodutivos e variagao

intrapopulacional do padrao de estocagem de esperma nos machos
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Resumo

A biologia reprodutiva de Bothrops erythromelas da regido das caatingas do Nordeste do
Brasil € descrita com base em andlises macroscOpicas e microscopicas das gonadas e vias
genitais de exemplares depositados em colecdo. Machos atingem a maturidade sexual a partir
de 315 mm e fémeas a partir de 370 mm de comprimento rostro-cloacal. Fémeas adultas sdao
maiores que os machos. A deposi¢do de vitelo nos foliculos das fémeas ocorre durante grande
parte do ano, porém embrides nos ovidutos (2 a 13) foram encontrados somente em outubro e
novembro. Os filhotes nascem de novembro a janeiro. O ciclo reprodutivo dos machos €
sazonal: a espermatogé€nese ocorre durante a estagdo chuvosa (verdo), época em que grande
parte das presas consumidas por esta espécie € mais abundante. O epitélio germinativo do
testiculo permanece em repouso durante toda estagdo seca (outono + inverno). Andlises
histolégicas indicam que ocorra variacdo intrapopulacional em relacdo ao padrdo de
estocagem de esperma no ducto deferente dos machos, que pode ocorrer (1) do verdo, quando
os espermatozdides sdo produzidos, até o outono, quando acontece a cépula; ou (2) somente

no outono.

Introducao

A fauna de répteis das caatingas é a melhor conhecida dentre todos os dominios
morfoclimaticos do Brasil (Rodrigues, 2003). Cinquenta e duas espécies de serpentes foram
registradas em regides de caatinga semidrida (Rodrigues, 2003). Porém, dados sobre a
biologia reprodutiva estdo disponiveis para poucas destas espécies (veja Vitt, 1992 para uma
revisdo). As temperaturas elevadas que ocorrem ao longo do ano todo na regido semidrida das
caatingas (Mendonca & Danni-Oliveira, 2007) proporcionam, teoricamente, condi¢cdes para
que os machos de serpentes produzam espermatozdides ao longo do ano todo, ou seja
apresentem um ciclo reprodutivo continuo (Saint-Girons, 1982). A espermatogénese também
pode ocorrer somente durante a estacdo de acasalamento como foi descrito para as populacdes
de Crotalus durissus das caatingas (Capitulo I).

Por outro lado, os indices de pluviosidade diferem enormemente ao longo do ano e
duas estacdes, seca e chuvosa, podem ser facilmente distinguidas na regido semidrida das
caatingas do Nordeste do Brasil (Mendonga & Danni-Oliveira, 2007). Esta sazonalidade das
chuvas pode ter influéncia sobre populacdes de animais que sdo presas de serpentes, como 0s

anfibios anuros, o que por sua vez também pode influenciar a determinag¢do dos eventos
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reprodutivos nas espécies de serpentes (cf. Shine, 2003). As relagdes filogenéticas também
exercem influéncia sobre a época de ocorréncia dos eventos reprodutivos nos répteis
Squamata (Vitt, 1992; James & Shine, 1985; 1988). Almeida-Santos & Salomao (2002)
propdem a hipétese de que as serpentes do género Bothrops apresentem um padrao
reprodutivo conservado ao longo desta linhagem filogenética, baseando-se principalmente nos
eventos do ciclo reprodutivo das fémeas e na época de ocorréncia de comportamentos
reprodutivos (corte, acasalamento e combate ente os machos) de varias espécies deste género.
Quatro espécies da Familia Viperidae ocorrem em simpatria na regido das caatingas: Bothrops
erythromelas, Bothrops iglesiasi, Bothrops neuwiedii e Crotalus durissus (Rodrigues, 2003).
Dentre estas, apenas C. durissus teve seu ciclo reprodutivo descrito (Capitulo I). O objetivo
deste trabalho é apresentar dados sobre a biologia reprodutiva de B. erythromelas da regiao
semidrida das caatingas e discutir a possivel influéncia das caracteristicas climaticas da regido
e das relagdes de parentesco sobre a determinacdo dos eventos do ciclo reprodutivo de
machos e fémeas desta espécie. Dados referentes a maturacdo e dimorfismo sexual, ciclos

vitelogénico e espermatogénico e padroes de estocagem de esperma sdo apresentados.

Material e métodos

Foram examinados 239 exemplares de Bothrops erythromelas (108 fémeas adultas, 85
machos adultos e 26 jovens) depositados na Colecdo Herpetolégica Alphonse Richard Hoge
do Instituto Butantan (IB). As serpentes analisadas sdo provenientes dos Estados da Bahia,
Pernambuco, Ceard, Paraiba e Rio Grande do Norte da Regido Nordeste do Brasil (03°41°N,
14°40’S, 35°54°’L, 42°50’0). O dominio morfoclimatico das caatingas, que ocorre
exclusivamente no Brasil, ocupa este territério. Areas cultivadas e degradadas ocupam parte
da regido amostrada.

Para caracterizar o clima da regido, foram construidos climatogramas de todos os
municipios amostrados no programa DIVA-GIS 7.1.7, a partir da base de dados WorldClim
(clima atual: 1950 — 2000), versao 1.3 de outubro de 2004, resolu¢do de 10 minutos. Altas
temperaturas sdo mantidas durante o ano todo na regido. A sazonalidade da regido é marcada
pelas diferencas nos indices de precipitacdo, de forma que duas estacdes podem ser
reconhecidas: a seca (outono + inverno) e a chuvosa (verdo + primavera) (Fig.l1). A
temperatura varia de 13,3°C a 32,0°C nos meses mais frios do ano (julho e/ou agosto) e nos

meses mais quentes (varia de outubro a fevereiro dependendo da localidade amostrada) de
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16,6°C a 34,6°C. A precipitacdo anual varia de 424 a 978 mm® de acordo com o municipio.

Apenas uma localidade amostrada apresenta precipitacdo anual de 1402 mm’.
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Fig.1. Padrdo climatico da regido estudada.

Ap6s o registro do comprimento rostro-cloacal com auxilio de fita métrica de acurdcea
de 10 mm, a dissec¢do ventral dos individuos foi realizada para exame das gdnadas e vias
genitais. Com auxilio de paquimetro digital (precisdo 0,1 mm), os seguintes dados foram
registrados para as fémeas adultas: (1) didmetro do maior foliculo ovariano ou presenga de
embrides; (2) presenca/auséncia de contragdo muscular uterina (UMT — uterine muscular
twisting) na porc¢do distal do ttero; (3) aspecto geral dos ovidutos (liso ou pregueado); (4)
presenca de corpo ldteo nos ovdrios; (5) estado de diferenciagdo da vagina (diferenciada ou
indiferenciada). As fémeas que apresentavam foliculos em vitelogénese secunddria ou
embrides no oviduto, ovidutos pregueados, presenca de corpo ldteo nos ovdrios e vaginas
diferenciadas foram consideradas adultas (= sexualmente maduras). Fémeas que nao
apresentaram nenhuma destas caracteristicas foram consideradas jovens (= sexualmente
imaturas).

Para os machos adultos foram registrados: (1) comprimento, largura e espessura dos
testiculos direito e esquerdo para determinar o volume testicular (VT) utilizando a férmula
para o volume da elipséide (VT = 4/3.11.a.b.c, onde a= metade do comprimento, b = metade
da largura, ¢ = metade da espessura); (2) aspecto (liso/opaco/convoluto) e didmetro dos ductos

deferentes direito e esquerdo na sua por¢do mais alargada, na regido distal proxima a regidao
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da cloaca. A presenca de espermatozdides em andlises histolégicas dos testiculos ou ductos
deferentes foi utilizada como principal critério para a determinag¢do da maturidade sexual nos
machos. O aspecto opaco e convoluto dos ductos deferentes foi utilizado como critério na
auséncia de andlises microscépicas disponiveis para o individuo.

O ciclo reprodutivo das fémeas foi caracterizado pela distribui¢do do maior foliculo
ovariano ou presenca de embrides nos ovidutos ao longo do ano. As variagdes do volume
testicular e do diametro dos ductos deferentes ao longo do ano foram combinadas com
andlises histoldgicas para descrever o ciclo reprodutivo dos machos. A correlagdo do volume
dos testiculos com o comprimento do corpo (CRC) foi testada por regressdo simples. Uma
comparacdo quanto as variagdes no volume do testiculo entre a estagdo seca (outono +
inverno) e chuvosa (primavera + verdo) foi realizada utilizando andlise de covaridncia
(ANCOVA), nas quais o CRC foi utilizado como co-varidvel. O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para comparacdes sobre o didmetro do ducto deferente entre as estacOes seca e
chuvosa. Os testiculos e a porcdo distal do ducto deferente dos machos foram processados
para histologia para determinacdo do ciclo espermatogénico e avaliacdo de existéncia de
estocagem de esperma nos ductos.

Os o6rgaos coletados para andlises histologicas (testiculo e ducto deferentes) foram
preservados em élcool a 70% e processados pelo método de parafina. Foram obtidos cortes de
5 um de espessura e a coloracdo Hematoxilina-Eosina (H/E) foi utilizada para estudo dos
tecidos.

O teste de Mann-Whitney foi empregado para a andlise de dimorfismo sexual quanto
ao tamanho do corpo entre machos e fémeas adultos. Além disso, o indice de dimorfismo
sexual (SSD — sexual size dimorphism) foi calculado como 1 — (média do CRC do maior sexo/
média do CRC do menor sexo) de acordo com Gibbons & Lovich (1990) e Shine (1994). Por
convengao, valores positivos correspondem a fémeas maiores que machos e valores negativos
a machos maiores que fémeas (Shine, 1994).

A atividade das serpentes foi inferida por meio da comparacdo do numero de
individuos de cada sexo depositado na colecao nas diferentes estacdes do ano (cf. Marques et.
al., 2001; Almeida-Santos & Salomido, 2002) utilizando o teste exato de Fisher para
comparacao par a par.

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio dos programas Statistica
(versdo 7.0) e Bioestat (versdo 5.00), assumindo p < 0.05 como critério de significncia. As
andlises foram realizadas de acordo com Zar (1999). Na auséncia de distribuicdo normal dos

dados ou ocorréncia de variancias desiguais foram utilizados testes nao-paramétricos.
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Resultados

MATURIDADE E DIMORFISMO SEXUAL

Fémeas podem atingir a maturidade sexual a partir de 370 mm de comprimento rostro-
clocal, e machos a partir de 315 mm. De qualquer forma, nem todos os individuos com CRC
superior a estes sdo sexualmente maduros. Fémeas adultas apresentam CRC médio de 541,6
mm (amplitude 370 — 920 mm) e machos adultos 440,4 mm (amplitude 315 — 645 mm).
Fémeas adultas de B. erythromelas sao maiores que os machos adultos (Z= 7,29, p <0, 0001).

O indice de dimorfismo sexual (SSD) é + 0,23.

CICLO REPRODUTIVO DAS FEMEAS

Foliculos em vitelogénese secundéria foram observados em dois periodos: o primeiro,
entre fevereiro e marco, e o segundo entre junho € novembro. Embrides foram observados nos
ovidutos entre outubro e novembro. Foliculos em vitelogénese primaria foram observados ao
longo do ano todo (Fig.2). A contracdo muscular uterina (UMT) ndo foi macroscopicamente
identificada em nenhuma fémea adulta de B. erythromelas. O nimero de embrides nos
ovidutos variou de 2 a 13. O comprimento rostro-cloacal médio dos filhotes de uma ninhada

proveniente do Estado da Paraiba foi 157,8 mm + 4,05 (N = 10).
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Fig.2. Ciclo reprodutivo das fémeas: variacdo do didmetro do maior foliculo ovariano em
fémeas adultas de Bothrops erythromelas ao longo do ano. Circulos pretos = foliculos em
vitelogénese primadria; circulos brancos = foliculos em vitelogénese secundaria; tridngulos =
embrides no oviduto. As setas indicam o periodo de nascimento dos filhotes de acordo com
Lira-da-Silva et al. (1994) e Freitas (2003).
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CICLO REPRODUTIVO DOS MACHOS

O volume dos testiculos € positivamente correlacionado ao CRC (F = 42,5864; 12 =
0,3392; p < 0,0001). Nao ha diferenca significativa quanto ao volume do testiculo entre a
estacdo seca e chuvosa (ANCOVA, F = 0,0125; p = 0,9075) (Fig.3). Porém, andlises
histologicas demonstram que o ciclo espermatogénico de B. erythromelas € sazonal. Somente
espermatogoOnias foram identificadas nos tubulos seminiferos durante o outono e inverno, ou
seja, durante a estagdo seca o epitélio germinativo testicular permanece em repouso. A
espermatogénese ocorre durante a estacdo chuvosa. Todos os tipos celulares da linhagem
germinativa foram identificados nos tibulos seminiferos de animais coletados durante o verao
(Fig.4).

Nao hd diferenca quanto ao didmetro dos ductos deferentes entre a estagdo seca e
chuvosa (Z = 0,4036; p = 0,6865) (Fig.5). As andlises histologicas indicam que ocorra
variacao intrapopulacional quanto ao padrdo de estocagem de esperma no ducto deferente em
machos de B. erythromelas: dois machos provenientes do municipio de Guanambi na Bahia
coletados em fevereiro apresentaram caracteristicas do epitélio do ducto deferente totalmente
divergentes (Fig.6). Um deles (IB 51415) apresenta ducto deferente com epitélio baixo e
provavelmente ndo secretor, ou seja, o epitélio ndo apresenta modificacdes para a estocagem
de esperma contido no interior do ducto neste periodo. O ducto deferente do outro individuo
(IB 53241) apresenta epitélio alto e com dobras, mudancas morfoldgicas indicativas de
estocagem de esperma. Durante o outono, o ducto deferente de todos os individuos
amostrados apresentou epitélio alto e provavelmente secretor, enquanto no inverno o epitélio

do ducto j4 se encontra baixo e provavelmente nio secretor (Fig.6.)
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Fig. 4. Ciclo espermatogénico de Bothrops erythromelas. A. Espermatogénese completa
durante a estacdo chuvosa (Fevereiro). Observe a presenca de espermatozdides na luz do
tibulo seminifero. B. Testiculo em repouso durante a esta¢do seca (Junho). Barras = 100um.
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Fig. 5. Variagdo sazonal do diametro do ducto deferente em Bothrops erythromelas.
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Fig. 6. Ciclo do ducto deferente de Bothrops erythromelas de acordo com andlises
microscopicas. A. Ducto deferente apresentando epitélio pseudoestratificado baixo e
provavelmente ndo secretor em fevereiro (estacdo chuvosa/ verdo). B. Epitélio do ducto
deferente alto e com a presenca de dobras, indicando estocagem de esperma em fevereiro
(estacdo chuvosa/ verdo). C. O epitélio se mantém alto e provavelmente secretor em junho
(estacdo seca/ outono). D. No més de julho (estacdo seca/ inverno) o epitélio estd baixo e
provavelmente nao secretor. Os asteriscos indicam a presenca de espermatozodides e as setas
apontam para o epitélio do ducto deferente. Barras = 100um.
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PADROES DE ATIVIDADE
Machos sexualmente maduros foram mais abundantes no outono do que em todas as outras
estacdes (p < 0,05). Fémeas maduras foram mais abundantes no outono e verdo do que no

inverno (p <0,05) (Fig.7).
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Fig. 7. Abundincia de machos (barras pretas) e fémeas (barras cinzas) de Bothrops
erythromelas sexualmente maduros, depositados na colecdo do Instituto Butantan, ao longo
do ano.

Discussao

Os machos de B. erythromelas atingem a maturidade sexual com um tamanho corporal
menor do que as fémeas, assim como em diversas espécies de serpentes (Parker e Plummer,
1987), inclusive do género Bothrops (Capitulo II; Kasperoviczus, 2009; Monteiro et al., 2006;
Hartmann et al., 2004; Nogueira et al., 2003). Fémeas de serpentes podem apresentar
maturagdo sexual tardia em relacdo aos machos coespecificos, pois os custos reprodutivos das
fémeas com a producdo da prole sdo mais altos e fémeas maiores geralmente produzem
ninhadas maiores (Seigel e Ford, 1987; Shine, 1994, mas veja Bonnet et al., 2000; 2003).
Com relacdo ao dimorfismo sexual dos individuos sexualmente maduros, as fémeas de B.
erythromelas sdo maiores que os machos, assim como em outras espécies do género
(Monteiro et al., 2006; Almeida-Santos, 2005; Hartmann et al., 2004; Nogueira et al., 2003).
Este padrio de dimorfismo é o mais comum entre as serpentes e geralmente estd
correlacionado com a auséncia de comportamento de combate entre os machos (Shine, 1978;

Shine, 1994). Ndo ha relato de combate para as espécies do grupo B. neuwiedi (Almeida-
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Santos e Salomao, 2002) e nossos dados indicam que este comportamento também nio ocorra
em B. erythromelas. No género Bothrops, o combate parece ocorrer somente nas espécies do
grupo B. atrox (Almeida-Santos e Salomao, 2002).

O ciclo reprodutivo das fémeas de B. erythromelas € sazonal e a época de ocorréncia
dos eventos reprodutivos (e.g. copula, ovulacdo/ fertilizagdo e nascimento dos filhotes)
apresenta um padrdo conservativo em relacdo ao género Bothrops como foi proposto por
Almeida-Santos e Salomao (2002). A vitelogénese ocorre durante grande parte do ano, assim
como em B. leucurus (Capitulo II) e B. pubescens (Hartmann et al., 2004). A taxa de
deposicdo do vitelo nos foliculos pode variar entre os individuos de uma populagdo de acordo
com vdrios fatores, como por exemplo, niveis hormonais (cf. Cree et al., 1991) ou condi¢do
corpérea antes e/ou durante a estagdo reprodutiva (cf. Reading et al., 2004). Por isto, a
duracdo da vitelogénese nao ¢ um bom indicador de que o ciclo das fémeas seja sazonal ou
continuo.

Em B. erythromelas, a copula (abril e maio — outono/estagdo seca, Almeida-Santos e
Salomao, 2002) e a ovulacdo/fertilizacdo (outubro e novembro — primavera/estacdo chuvosa)
ndo sdo eventos sincronicos. Por isto, espera-se que ocorra estocagem de esperma no trato
reprodutivo das fémeas durante o periodo compreendido entre estes eventos reprodutivos
(Schuett, 1992; Almeida-Santos & Salomao, 2002). Porém, a contracdo muscular uterina
(UMT), onde ocorre a estocagem de esperma no trato reprodutivo da fémea durante o outono
e inverno (estacdo seca) no género Bothrops (Almeida-Santos & Salomao, 2002; Capitulo II)
e também na cascavel Crotalus durissus (Almeida-Santos & Salomao, 1997; Capitulo I), ndo
foi identificada nas fémeas de B. erythromelas examinadas neste estudo. Almeida-Santos e
Salomao (2002) realizaram um estudo sobre a estocagem de esperma em 13 espécies do
género Bothrops, incluindo espécies do grupo B. neuwiedi, e a UMT ndo foi encontrada
somente em B. erythromelas. Desta forma, mais estudos s@o necessdrios para confirmar a
hipétese de que esta espécie apresente a estratégia de estocagem de esperma, principalmente
porque a visualizacdo da UMT em fémeas de menor tamanho é mais dificil.

O padrao de atividade de machos e fémeas sexualmente maduros de B. erythromelas
também estd relacionado a reproducdo, como em outras espécies de serpentes (Almeida-
Santos & Salomao, 2002; Capitulos I e II; cf. Pizzatto et al., 2007 para uma revisao). Machos
e fémeas s@o mais abundantes durante o outono, quando ocorre o acasalamento e a cépula
(Almeida-Santos e Salomdo, 2002). Os machos podem se deslocar mais durante o outono,
procurando ativamente pelas fémeas para o acasalamento, o que pode acarretar 0 aumento na

incidéncia de coleta (Duvall et al., 1992; Almeida-Santos & Salomao, 2002; Capitulos I e II).
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As fémeas também sdo muito coletadas durante a primavera e o outono, provavelmente em
funcdo da maior quantidade de fémeas vitelogénicas e ocorréncia de gravidez durante estas
estacdes. O aumento da massa corpdrea durante estes eventos reprodutivos faz com que as
fémeas se locomovam mais vagarosamente e sejam mais facilmente coletadas (Shine,
1980a,b).

O tamanho da ninhada e o comprimento médio dos filhotes provenientes do Estado da
Paraiba descritos neste trabalho s@o similares aqueles descritos em Lira-da-Silva et al. (1994)
para uma ninhada da Bahia. A baixa fecundidade em B. erythromelas pode estar relacionada
ao tamanho pequeno do corpo desta espécie, como ocorre com outras espécies do grupo B.
neuwiedi (Valdujo et al., 2002; Hartmann et al., 2004; Monteiro et al., 2006), com exce¢do de
B. mattogrossensis do Pantanal brasileiro que pode ter ninhadas com até 37 filhotes (Monteiro
et al, 2006).

O ciclo reprodutivo dos machos de B. erythromelas € sazonal. Esta caracteristica do
ciclo reprodutivo somente pode ser descoberta por meio de andlises histologicas, como ocorre
com outras espécies de serpentes (Capitulo II). A espermatogénese ocorre durante a estacao
chuvosa e os espermatozdides permanecem entdo estocados no ducto deferente até o
momento da copula que ocorre na estacdo seca (abril e maio — outono; Almeida-Santos e
Salomao, 2002), quando o epitélio germinativo do testiculo encontra-se inativo e o epitélio do
ducto deferente encontra-se alto e secretivo. Tais caracteristicas permitem classificar o ciclo
reprodutivo dos machos como dissociado ou pds-nupcial de acordo com Saint-Girons (1982).

Machos de outras espécies de serpentes da Familia Viperidae que também ocorrem na
regido Nordeste do Brasil (e.g. Crotalus durissus nas caatingas e B. leucurus na Mata
Atlantica) apresentam ciclo reprodutivo associado ou pré-nupcial, nos quais a cépula ocorre
simultaneamente a producdo de espermatozdides (Capitulos I e II). As temperaturas
encontram-se elevadas durante o ano todo nesta regido do Brasil, o que possibilita,
teoricamente, a ocorréncia da espermatogénese em qualquer época do ano. Porém, a
precipitacdo parece ser um fator determinante para o ciclo reprodutivo dos machos de B.
erythromelas, uma vez que as populacdes de algumas presas desta espécie sdao afetadas pelo
regime de chuvas. Centipedes, anfibios anuros, lagartos e mamiferos fazem parte da dieta de
B. erythromelas (Martins et al., 2002). Considerados em conjunto, centipedes e anuros
correspondem a mais de 50% da dieta de B. erythromelas (Martins et al., 2002), e estes dois
grupos sdo mais abundantes na estacao chuvosa (Arzabe, 1999; Lewis, 1981), quando ocorre
a producdo de espermatozoides, do que na estacdo seca, quando o testiculo estd inativo. A

espermatogénese pode ser considerada como um evento reprodutivo altamente custoso (cf.
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Olsson et al., 1997) e os machos de B.erythromelas poderiam aumentar a freqiiéncia alimentar
durante este periodo para suprir a demanda energética da producdo de espermatozdides.
Estudos envolvendo a sazonalidade da freqiiéncia alimentar nesta espécie podem contribuir
para o entendimento desta questao.

As andlises histologicas também foram fundamentais para a descricdo do ciclo do
ducto deferente e consequentemente dos padrdes de estocagem de esperma nos machos de B.
erythromelas. Neste trabalho apresentamos o primeiro relato de variagdo intrapopulacional
envolvendo padroes de estocagem de esperma no ducto deferente de serpentes. Esta estratégia
foi identificada na populagdo de B. erythromelas do municipio de Guanambi na Bahia. As
modificagdes estruturais do epitélio do ducto deferente para a estocagem de esperma podem
ocorrer a partir do verdo e persistir até o outono, ou ainda podem acontecer somente durante o
outono, época em que ocorre a copula (Almeida-Santos e Salomao, 2002).Como parte desta
ultima estratégia reprodutiva, os espermatozdides produzidos durante o verdo, poderiam entdo
ficar estocados no epididimo durante esta estagdo (cf. Shea, 2001) até que o ducto deferente
apresente as modificacdes estruturais necessdrias a estocagem de esperma no outono. O uso
destas diferentes estratégias em uma populagdo pode significar que para os machos também
podem existir tdticas reprodutivas individuais e que o sucesso reprodutivo ao longo da vida de
cada individuo possa ser otimizado de diferentes formas, assim como foi proposto por Bonnet
et al. (2000) em relacdo as estratégias reprodutivas das fémeas de Vipera aspis. O gasto
energético associado as mudancas estruturais do ducto deferente necessdrias a estocagem de
esperma provavelmente € maior para os individuos que apresentam ducto deferente com
epitélio alto e dobrado durante o verdo e o outono do que para aqueles individuos que
apresentam estas modifica¢des no epitélio apenas durante a estacdo reprodutiva (outono), o
que acarretaria uma variacdo em relacio aos custos reprodutivos dos machos nesta espécie. E
importante que a viabilidade dos espermatozdides contidos no interior dos ductos deferentes
que ndo apresentam as modifica¢des estruturais associadas a estocagem de esperma, ou seja,
que apresentem epitélio baixo e provavelmente ndo secretor, seja investigada para que as
estratégias reprodutivas dos machos de B. erythromelas possam ser melhor compreendidas.
Analises histolégicas das gonadas e vias genitais de um nimero maior de machos desta
espécie, provenientes de outras localidades ao longo de sua drea de distribuicao podem revelar

outras estratégias reprodutivas do ciclo dos machos.
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Conclusoes gerais

Ha variacdo intraespecifica em relacdo a maturacdo sexual em Crotalus durissus.
Machos e fémeas do nordeste do Brasil € da América Central atingem a maturidade
sexual com tamanhos semelhantes, enquanto na populac¢do do estado de Sao Paulo, no
sudeste do Brasil, os machos se tornam sexualmente maduros com comprimento

menor que as fémeas.

Machos de Bothrops leucurus € Bothrops erythromelas alcangam a maturidade sexual

com comprimento menor que as fémeas.

Fémeas sexualmente maduras de B. erythromelas sao maiores que os machos. Nao ha
diferenca entre o tamanho dos sexos em Bothrops leucurus e Crotalus durissus,

espécies em que j4 foi relatada a ocorréncia de combate entre os machos.

Os ciclos reprodutivos de machos e fémeas de B. erythromelas, Bothrops leucurus e

Crotalus durissus sao sazonais.

Em C. durissus, a vitelogénese ocorre em um periodo bem marcado do ano (do final
do outono ao final da primavera), enquanto em B. erythromelas e Bothrops leucurus,
foliculos vitelogénicos sdo encontrados em todas as estacdes do ano. Porém, isto ndao
significa que estas espécies apresentem ciclo continuo, uma vez que a taxa de
deposicao de vitelo nos foliculos pode variar entre os individuos de uma populagdo e
ser influenciada por vdrios fatores como variacdo das taxas hormonais, condi¢cdo
corpérea da fémea e disponibilidade de alimento no ambiente. Além disso, o
nascimento dos filhotes ocorre sempre na mesma época do ano, o que comprova que

os ciclos sdo sazonais.

O ciclo reprodutivo das fémeas de C. durissus da regidao nordeste do Brasil é idéntico
ao ciclo previamente descrito para a populacdo do estado de Sdo Paulo, na regido
sudeste. Desta forma, pode-se dizer que as relagdes filogenéticas exercem um papel

determinante sobre o ciclo reprodutivo das fémeas desta espécie.
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Exceto pelo periodo de vitelogénese estendido, o ciclo reprodutivo das fémeas de B.
erythromelas € semelhante ao padrdo previamente proposto para o género Bothrops, o
que reforca a hipotese da influéncia das relacdes de parentesco sobre o ciclo

reprodutivo das fémeas neste género.

Nas espécies do grupo Bothrops atrox, que inclui B. leucurus, B. moojeni, B. atrox e
B. asper, ocorre variacdo na época de ocorréncia de um ou mais eventos reprodutivos,
como vitelogénese, ovulagdo, nascimento dos filhotes e possivelmente acasalamento,

em relacdo ao padrao proposto para o género.

A estocagem de espermatozdides no utero das fémeas por meio da contracdo muscular
uterina durante o inverno em Crotalus durissus e Bothrops leucurus ¢ um evento

obrigatdrio, uma vez que a cpula e a ovulagdo nao ocorrem sincronicamente.

A estocagem de esperma nas fémeas de B. erythromelas nao foi confirmada neste
estudo, pois fémeas apresentando contracdo muscular uterina ndo foram identificadas
em nossa amostra. Porém, como a copula e a ovulacdo também sdo eventos
dissociados nesta espécie, € esperado que ocorra estocagem de esperma no trato

reprodutivo das fémeas.

O nascimento dos filhotes das trés espécies estudadas é concentrado no verdo e pode

ocorrer também no inicio do outono em C. durissus € B. leucurus.

As trés espécies estudadas apresentam ciclo espermatogénico sazonal. Em C. durissus
e B. leucurus, a producdo de espermatozdides ocorre durante a estacdo de
acasalamento, no outono. O ciclo reprodutivo destas espécies pode ser classificado

como associado, pré-nupcial ou tipo L.

Em B. erythromelas, a producao de espermatozdides ocorre durante o verdao, época em
que anfibios anuros e centipedes, que sdo presas desta espécie de serpente, sio mais
abundantes. Como a cépula s6 ocorre no outono, época em que o testiculo estd em fase
de repouso, o ciclo reprodutivo desta espécie pode ser classificado como dissociado,

p6s-nupcial ou tipo III.
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O epitélio do ducto deferente de B. leucurus apresenta modificagdes estruturais
associadas a estocagem de esperma durante o verdo e o outono (época de
acasalamento), estagdes em que os espermatozoides estdo sendo produzidos nos

testiculos.

Bothrops erythromelas apresenta variacdo intrapopulacional em relagdo aos padrdes
de estocagem de esperma no ducto deferente. O epitélio do ducto deferente pode
apresentar modificagdes associadas a estocagem de esperma do verdo (época em que
os espermatozdides sdo produzidos) até o outono (época da cdpula), ou somente
durante o outono. Esta tltima estratégia pode incluir a estocagem dos espermatozdides

no epididimo durante o verao.

As andlises histolégicas foram fundamentais para a compreensdo das estratégias
reprodutivas empregadas pelas espécies em estudo, especialmente em relagdo ao ciclo
reprodutivo dos machos. Ao analisar somente a variagdo do volume dos testiculos e
diametro do ducto deferente, os mesmos dados poderiam ter conduzido a conclusdes

falsas e opostas aquelas que foram aqui apresentadas.

Um padrao conservado ao longo das linhagens filogenéticas foi observado em relagdo
aos eventos dos ciclos reprodutivos das fémeas, embora as espécies do grupo Bothrops
atrox apresentem variacdo temporal em relacdo ao padrdao proposto na literatura,

possivelmente por influéncia das condicdes climadticas.

O ciclo reprodutivo dos machos parece sofrer maior influéncia das condic¢des
climdticas investigadas (precipitagdo e temperatura) em comparacdo com o ciclo

reprodutivo das fémeas, que € fortemente influenciado pelo componente filogenético.



86

Apéndice — Identificacdo dos exemplares utilizados

Crotalus durissus

Instituto Butantan — 51218, 50688, 50352, 50694, 28856, 50353, 34313, 22021, 53353,
51792, 51672, 51793, 50221, 51131, 52975, 50222, 51778, 50508, 50404, 50504, 52040,
51210, 50330, 50993, 40853, 50402, 51216, 50513, 1634, 1616, 1388, 50354, 42732, 52041,
50778, 40121, 50115, 51518, 49123, 32377, 52388, 42692, 23770, 52305, 43668, 23400,
51205, 58296, 54627, 52885, 31179, 50938, 51214, 52395, 51208, 53159, 50517, 29177,
55114, 32303, 52976, 54837, 53173, 53336, 51207, 34364, 47733, 50889, 50319, 51128,
52870, 52868, 52776, 73654, 21139, 53439, 50323, 16073, 16068, 31762, 47122, 1633,
33730, 50351, 51215, 52769, 50502, 54560, 53113, 50318, 51514, 51224, 50328, 50966,
52396, 52394, 51221, 51225, 44532, 40104, 40020, 54650, 54525, 53335, 53354, 17201,
51419, 51776, 51940, 51209, 51212, 51213, 51222, 50494, 30334, 52887, 52888, 52387,
52389, 23986, 51673, 50903, 48308, 50339, 50977, 43603, 41043, 32327, 52770, 51780,
51763, 55080, 54871, 51635, 51513, 52816, 50963, 52777, 16944, 16908, 50094, 50965,
50109, 55271, 55270, 52277, 34001, 5584, 5225, 50579, 56899, 50338, 2228, 2656, 32384,
50111, 53425, 51516, 54505, 50114, 32337, 34103, 51226, 51219, 49122, 26194.

MZUESC — Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Santa Cruz — 6053, 705, 1960,
539, 3785, 3489.

CZGB - Colecao Zoolégica Gregoério Bondar — 9526, 8508, 9284, 6340, 7317, 5312, 5089,
6054, 5311, 6472, 1517, 3909, 6341, 7316, 6768, 7469, 1255, 3319, 8796, 9527, 9283, 9182,
8207, 9282, 2551.
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Bothrops leucurus

Instituto Butantan — 51470, 34112, 44626, 45515, 45469, 45062, 31079, 40904, 31046,
56330, 54630, 56552, 30714, 46213, 33220, 28690, 53600, 28679, 28695, 30565, 30471,
30421, 53231, 23643, 23763, 22857, 22861, 23238, 22966, 23059, 23766, 22859, 23436,
22967, 23672, 23031, 22968, 23239, 22944, 22884, 23687, 23762, 23645, 23765, 53234,
24361, 24358, 23962, 24291, 24200, 53232, 55549, 55550, 55566, 24354, 26790, 24146,
24357, 32225, 55647, 30448, 30535, 27180, 26861, 24103, 25091, 23858, 23955, 23859,
51027, 49676, 49619, 160, 164, 93, 191, 167, 50802, 50765, 50086, 45921, 44218, 51930,
51247, 54544, 54520, 54521, 54409, 54715, 50935, 50936, 50929, 50916, 50920, 50923,
54280, 54331, 54277, 54286, 54412, 54495, 54292, 54329, 54288, 54284, 54279, 51028,
51022, 77435, 77434, 53407, 51511, 50956, 51509, 51240, 51245, 55362, 51545, 29797,
44631, 45517, 45520, 45503, 47615, 44008, 28903, 56328, 40332, 28694, 28944, 31327,
30439, 31280, 30412, 30467, 30668, 53233, 155, 183, 143, 189, 185, 50924, 50921, 50919,
184, 190, 50821, 50820, 50399, 50126, 50084, 50805, 50804, 50087, 51502, 53541, 51506,
54294, 54319, 54285, 54317, 54293, 54716, 54567, 54314, 49617, 49618, 49677, 51029,
51030, 49620, 51021, 50918, 51508, 50754, 45969, 54558, 54526, 44216, 54289, 54418,
54281, 54283, 50926, 50932, 50915, 50928, 50922, 149, 159, 151, 154, 148, 55085, 44591,
32278, 24365, 29747, 30511, 51865, 30428, 55469, 56886, 56885, 55519, 56884, 55563, 146,
54878, 54257, 54919, 50773, 50925, 54282, 54320, 54287, 54316, 51331, 51332, 51238,
51248, 51500, 53540, 46733, 51639, 56554, 50092, 50917, 55567, 55562, 24367, 27184,
27179, 24273, 24370, 56813, 171, 50930, 50913, 54301, 51501.

MZUESC — Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Santa Cruz — 7575, 5096, 5701,
5673, 5771, 5633, 5658, 5775, 5766, 5702, 5774, 5926, 3490, 3780, 5779, 1791, 6234, 1812,
1804, 5762, 5763, 5765, 6542, 6437, 5944, 5708, 5764, 5723, 6259.

CZGB - Colecdo Zoolégica Gregério Bondar — 5806, 5602, 5214, 112, 1472, 1172, 3621,
1754, 1760, 4106, 4118, 3153, 3058, 3012, 1869, 818, 882, 260, 4249, 3514, 624, 541, 1453,
532, 1452, 1130, 5169, 5346, 5344, 3592, 1729, 1716, 4116, 4105, 2182, 3599, 1749, 3622.



88

Bothrops erythromelas

Instituto Butantan — 53614, 53879, 29263, 53900, 55540, 55542, 43125, 33807, 32409,
40118, 41372, 28833, 33808, 53915, 2812, 40004, 2802, 31614, 27444, 26782, 40868, 2817,
33620, 33881, 40025, 2808, 2803, 2822, 2821, 2815, 2816, 2811, 33521, 2806, 2804, 2809,
55069, 51554, 54503, 42890, 55096, 49634, 50173, 50631, 51938, 50731, 46087, 41103,
51687, 50901, 50869, 50946, 51686, 50481, 50510, 51004, 50892, 50846, 50907, 50948,
56553, 50678, 51530, 50947, 51523, 50397, 50530, 51527, 51526, 51017, 52381, 52035,
52797, 53880, 52312, 52798, 50335, 52375, 45078, 53776, 44405, 46097, 51316, 53215,
43878, 53337, 51691, 45690, 50526, 51122, 53360, 46748, 52157, 52156, 49860, 51123,
51327, 77517, 50616, 46068, 51692, 52829, 50172, 48936, 52361, 51531, 51689, 49804,
40037, 26960, 10134, 40096, 33153, 2813, 40922, 50964, 53016, 51413, 50690, 26167,
49633, 45796, 33799, 26402, 26801, 2820, 50685, 50030, 51532, 51762, 52853, 51627,
51937, 51688, 2807, 33809, 33733, 33736, 33810, 52034, 50673, 45876, 45880, 51138,
41155, 40340, 50629, 33028, 50151, 50149, 50158, 50154, 40909, 50152, 50153, 50157,
50156, 50150, 50155, 53888, 55017, 33011, 53833, 53887, 52778, 9044, 37522, 50506, ,
40928, 27606, 27119, 40212, 44635, 40032, 31530, 33735, 32488, 33734, 26513, 26474,
33737, 33731, 26893, 45693, 42926, 31790, 2814, 3084, 26676, 51253, 55541, 33732, 16163,
51624, 40315, 26473, 49475, 27287, 45805, 10133, 53321, 50942, 52400, 51537, 45726,
50527, 50334, 52023, 52796, 51521, 50847, 51690, 50626, 9635, 51070, 50627, 50519,
50537, 50680, 51693, 51553, 48971, 50507, 52850, 53195, 50908, 50581, 50939, 51936,
50941, 50950, 51524, 50598, 51528, 50949, 51529, 51694, 52397, 51525, 51935, 52037,
50972, 50333, 49527, 45999, 50529, 51415, 43947, 42958, 51430, 53914, 50331, 50583,
53241, 59391, 48638, 74485, 50940, 34340, 40364, 32478, 40110, 41143, 50909, 49474,
51522.
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