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RESUMO

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

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

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



ABSTRACT

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

diversity of reproductive cycles being directly influenced by climatic conditions.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

devido a um padrdo ancestral conservado filogeneticamente em algumas linhagens de



13

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

tropicais) e das diferengas climéticas existentes.

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

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

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

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

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

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

L . . Média de Média de Estiagem

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

(Fonte: produgéo do autor).

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

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

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

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

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

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

ibiboboca. (Slowinski, 1995; Campbell and Lamar, 2004).
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Figura 1 Proposta de fllogenla da famllla Elapldae trecho do grupo Mlcrurus adaptado Zaher
et al. (2016). BRM: grupo de espécies com anéis pretos organizados em monades; BRT:
grupo de espécies com anéis pretos arranjados em triades.

Marques et al. (2013) constataram diferencas de estratégias reprodutivas entre as
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linhagens BRM e BRT, em relagdo: a presenca do comportamento de combate entre 0s
machos, dimorfismo sexual e época do ciclo reprodutivo. O comportamento de combate entre
machos foi constatado em algumas espécies de triades, como: M. altirostris (Almeida-Santos,
De Aguiar, and Balestrin, 1998), M. frontalis (Almeida-Santos, Coeti, and Bassi, 2021) e
recentemente em M. ibiboboca (Coeti e Almeida-Santos, dados ndo publicados). A hipétese é
que a presenga do comportamento de combate, teria levado a selegdo de machos com maior
comprimento rostro-cloacal, pois estes teriam maiores chances de ganhar o combate, copular
com a fémea e deixar descendentes (Shine, 1994; Marques et al., 2013).

Marques et al. (2013) observaram que nas espécies monades, ndo had o comportamento
de combate, as fémeas sdo maiores que os machos (dimorfismo sexual) e a espermatogénese
coincide com a época de acasalamento. Enquanto, para as espécies triades os machos sdo
maiores que as fémeas, e por ndo coincidir a época de copula com a ovulagdo, nesse grupo
haveria a estocagem de espermatozoides nas fémeas (hipdtese). Desta forma, esta pesquisa
tem como proposta investigar as estratégias reprodutivas em espécies de ambos os clados
(BRM e BRT), investigando a hipétese da existéncia de padrdes reprodutivos conservados nas
espécies do grupo Micrurus. Para tanto, os seguintes temas serdo abordados: i - Tipo de ciclo
da fémea (curto ou de longa duracéo); ii - Tipo de ciclo do macho (curto ou de longa duragéo);
iii — periodo de ocorréncia dos eventos reprodutivos; iv — andlise das estratégias reprodutivas.

A tese foi dividida em dois capitulos, no primeiro capitulo apresentamos uma analise
dos eventos reprodutivos que ocorrem nos machos das seis espécies de cobras corais, e de
forma comparativa, a caracterizacao das estratégias reprodutivas de cada especie.

No segundo capitulo apresentamos uma analise do ciclo reprodutivo das fémeas das
guatros espécies do género Micrurus, e das estratégias reprodutivas adotadas por essas
espécies. Os dados das fémeas de Micrurus corallinus e M. frontalis, referentes ao capitulo 2,

ja estdo publicados na revista Amphibia-Reptilia, por isso ndo estdo presentes manuscrito.
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OBJETIVO
O objetivo desta tese foi investigar as estratégias reprodutivas existentes nas duas
linhagens de cobras corais do género Micrurus, utilizando uma abordagem comparativa.
Pretende—se defender a tese que existe um padrdo de estratégias reprodutivas conservados
em cada linhagem. Para tanto, serdo abordadas as seguintes questdes:
1) Espécies filogeneticamente préximas manteriam as estratégias reprodutivas em
ambientes (biomas) climaticamente diferentes?
2) Haveria um padréo reprodutivo conservado filogeneticamente, direcionando o periodo

de ocorréncia dos eventos reprodutivos?

3) As espécies localizadas em regibes com curto periodo chuvoso ou com o frio
marcante do inverno apresentariam um ciclo reprodutivo de curta duracdo? Em
regibes com baixa amplitude térmica e chuvas bem distribuidas ao longo do ano, as
espécies apresentariam ciclo reprodutivo extenso?

4) A estocagem de espermatozoides ocorre em diferentes espécies do grupo? As
espécies de Micrurus possuem 0s mesmos locais de estocagem no oviduto? A
estocagem seria de curta ou de longa duracao?

5) A estratégia de estocagem dos espermatozoides acontece nos machos? A estrutura da

ampulla ocorre nas espécies do grupo?
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RESUMO

As cobras corais verdadeiras do género Micrurus estdo distribuidas em diferentes biomas no
Brasil. Esse grupo apresenta a linhagem das espécies com padréo de coloracéo de anéis pretos
em moénades (BRM) e o grupo com padrédo de anéis pretos em triades (BRT). Essas linhagens
apresentaram variacdes de estratégias reprodutivas, relacionados ao padrdo de ciclo
reprodutivo, atividade do SSK e de estocagem de espermatozoides no ducto deferente. As
espécies clado BRM, M. corallinus e M. paraensis exibiram o padrdo de ciclo
espermatogénico descontinuo (curto), e na classificacdo populacional, o ciclo reprodutivo é
sazonal semi-sicronizado. Apesar da duracdo da espermiogénese ser de apenas 6 meses, as
espécies monades exibem intensa producdo de espermatozoides pelos tdbulos seminiferos
nesse periodo, sendo evidenciado pelas maiores médias comparativas de GSI, volume relativo
do testiculo entre as espécies, e pela presenca da estocagem de espermatozoides de elevado
armazenamento no ducto deferente. As espécies da linhagem BRT exibiram dois padrdes de
ciclo espermatogénico: o continuo (M. frontalis e M. surinamensis) e descontinuo (M.
ibiboboca e M. altirostris). O periodo de hipertrofia do SSK coincidiu com a extensdo da
espermiogénese, no ducto deferente ndo houve variacdo na concentracdo de espermatozoides
entre as estacdes, mesmo nas espécies M. altirostris e M. ibiboboca que exibem a estratégia
de estocagem. A maturidade sexual é alcancada com menores medidas de Crc no clado BRM,
apenas 0s machos de M. altirostris e M. ibiboboca (BRT) apresentam maturidade com Crc
abaixo de 500 mm. As espécies do clado BRM apresentaram o padrdo de estratégias
reprodutivas conservado, sendo evidenciado pela analise comparativa de espécies em
diferentes biomas, que mostram sincronia no periodo de ocorréncia dos eventos reprodutivos.
Enquanto no grupo BRT h& uma variagdo das estratégias reprodutivas, indicado pelas

diferengas nos eventos reprodutivos, possivelmente pela influéncia do ambiente nesse grupo.

Palavras-chave: Elapidae, ciclo-dissociado, ciclo associado.
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1- INTRODUCAO

Nas serpentes a atividade reprodutiva dos machos pode ser analisada com base em
diferentes pardmetros, como: ciclo espermatogénico (Goldberg and Parker, 1975), nivel de
testosterona (Graham et al., 2008), atividade das células de Leydig (Seigel and Ford, 1987) e
pelas variacbes do Segmento Sexual Renal (SSK) ao longo do ano (Rojas, Barros, and
Almeida-Santos, 2013; Loebens et al., 2016). Os niveis de testosterona aumentam em um
periodo que antecede o inicio espermiogénese (Fox, 1977). Algumas espécies exibem um
aumento volumétrico do testiculo no periodo de maior atividade espermatogénica, e na
ocorréncia de uma diminuicdo da producgdo de espermatozoides, pode haver um decréscimo do
indice gonadossomaético e do volume testicular, como observado em Micrurus tener (Quinn,
1979).

Durante muitos anos, a analise do ciclo reprodutivo de diversas espécies de serpentes
neotropicais foram feitas com base apenas em dados biométricos, sendo esta uma metodologia
indireta de analise, pode haver equivocos na caracterizagdo do ciclo espermatogénico, caso
ndo haja uma confirmacdo histoldgica (Mathies, 2011). O ciclo reprodutivo de Dipsas mikanii
foi inicialmente descrito por Pizzatto et al. (2008), apenas com dados biométricos, sendo
sugerido pelos autores que a espermatogénese era continua ao longo do ano. Posteriormente
Rojas et al. (2013) realizaram uma nova avaliacdo do ciclo reprodutivo nessa espécie,
adicionando abordagem histoldgica e histoquimica, verificou que havia uma reducdo da
atividade espermatogénica ao longo do ciclo, diferencas na densidade das espermatides e no
periodo de maturacdo dos espermatozoides. Desta forma, a histologia é uma ferramenta

imprescindivel para uma analise precisa do ciclo reprodutivo (Almeida-Santos et al., 2014).

Diversas espécies de serpentes apresentam ciclo espermatogénico sazonal e dissociado
ao periodo de acasalamento (Almeida-Santos et al., 2004; Sever, 2004; Rojas et al., 2013).

Neste caso, 0s machos podem exibir a estratégia de estocam dos espermatozoides na regido
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distal do ducto deferente. Desta forma, havendo a estocagem é possivel evidenciar aumento
significativo no diametro do ducto, como constatado em Micrurus corallinus (Almeida-Santos et

al., 2004).

O ducto deferente pode exibir variagdes morfoldgicas e funcionais na regido distal, e
em algumas espécies, a porc¢do distal do ducto apresenta a estrutura da ampulla (ou ampola)
(Sever, 2004). Estrutura que pode apresentar diferentes graus de complexidade, pela variagéo
na arquitetura do epitélio, formacdo criptas, atividade fagocitica e possivel atividade secretiva
pela liberagdo de material rico em carboidrato (Akbarsha et al., 2005). A presenga da ampulla
foi descrita em diversas espécies da América do Norte, como: Seminatrix pygaea (Sever,
2004), Agkistrodon piscivorus (Siegel et al., 2009b), Coluber constrictor priapus, Tantilla
gracilis e Virginia striatula (Trauth and Sever, 2011b). E em espécies neotropicais, como:
Dipsas mikanii (Rojas et al., 2013), Bothrops erythromelas (Barros, Rojas, and Almeida-
Santos, 2014) e Bothrops leucurus (Barros, Rojas, and Almeida-Santos, 2014a). Nas espécies
do género Micrurus, ainda ndo foram documentados a presenca da estrutura da ampulla.
Porém, a auséncia da estrutura da ampulla ndo necessariamente excluiria a possibilidade dos
machos realizarem a estocagem de espermatozoides (Bassi, 2016),

O segmento sexual renal (SSK) corresponde a uma modificacdo do tubulo contorcido
distal (unidade renal, néfron), nos machos do grupo Squamata, esta regido especializada exibe
um processo de hipertrofia e passa a exercer um atividade secretora (Aldridge et al., 2011). O
SSK apresenta uma resposta androgeno-dependente e pode ser considerada uma caracteristica
sexual secundaria (Krohmer et al.,, 2004). Ou seja, concomitante ao processo de
espermatogénese, temos a hipertrofia do epitélio do SSK e, consecutivamente, a liberacéo de
granulos de secrecdo (Sever et al., 2008; Rojas et al., 2013). Desta forma, o SSK é uma das
estruturas analisadas para compor ciclo reprodutivo dos machos do grupo Squamata. Os

granulos liberados pelos SSK podem apresentar diferentes funcionalidades no grupo das
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serpentes, como a participacdo na producdo de feromonio e a de aumentar a sobrevida
espermatozoides (Sever et al., 2008; Aldridge et al., 2011; Gist, 2011).

As cobras corais verdadeiras sdo um grupo de serpentes da familia Elapidae, séo
espécies peconhentas com veneno de acdo neurotoxica (Bucaretchi et al., 2016). Esse grupo é
organizado em 3 géneros Micruroides, Leptomicrurus e Micrurus (Roze, 1996; Campbell and
Lamar, 2004). Atualmente sdo reconhecidas 82 espécies de cobras corais no novo mundo,
destas, 0 género Micrurus representa 77 espécies (Silva Jr., Buononato, and Feitosa, 2016),
com 36 espécies distribuidas pelo Brasil, sendo sete endémicas (Costa and Bérnils, 2018). O
género Micrurus apresenta duas linhagens filogenéticas que corresponde a padrbes de
coloracdo distintos (Slowinski, 1995), um grupo com espécies exibindo o padrdo de anéis
pretos arranjados em monades (BRM) e um segundo grupo com o padrdo de ané€is pretos
organizados em triades (BRT)(Silva Jr. and Sites Jr., 1999; Campbell and Lamar, 2004).

Na literatura existem poucos dados em relacdo a historia natural e biologia reprodutiva
de cobras corais (Silva Jr., 2016), em comparacao ao nimero de espécies existentes e também
ao numero de estudos disponiveis para viperideos e colubrideos. Alguns trabalhos mais
aprofundados sobre questdes reprodutivas no género Micrurus, como os de Almeida-Santos et
al. (2006) e Marques et al. (2013), que foram essenciais para compreensdo de aspectos
reprodutivos como dimorfismo sexual, combate entre machos e alguns eventos reprodutivos.
Com a anélise desses caracteres reprodutivos, 0s autores propuseram a existéncia de padroes
reprodutivos entre as espécies das duas linhagens.

A proposta desta pesquisa foi analisar as estratégias reprodutivas existentes das espécies
do género Micrurus, com uma abordagem macroscépica e morfométrica, investigando as
seguintes questoes:

i - existe um padrao de estratégias reprodutivas entre as espécies?

ii - espécies da mesma linhagem, distribuidas em biomas diferentes, exibem o mesmo
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padrdo de estratégias reprodutivas?
iii — quais os tipos de ciclo espermatogénico existente nas espécies dos dois clados?

iv — a estocagem de espermatozoides ocorre nas espécies dos dois clados?

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Espécies e espécimes analisados
As espécies utilizadas no presente trabalho (Tabela 1), foram escolhidas pela
proximidade filogenética (Slowinski, 1995; Zaher et al., 2016); pela disponibilidade de
exemplares nas cole¢Bes bioldgicas e pela representatividade de cada espécie ter a
distribuicdo em um bioma.

Tabela 1. Dados das espécies de cobra coral analisadas e nimero de exemplares examinados por
estacdo. BRM: linhagem com o padrdo de anéis arranjados em monades; BRT: padrdo de anéis em
triades.

Espécie Linhagem Bioma Primavera Verdo Outono Inverno Total
Micrurus altirostris BRT Pampa 10 9 13 9 41
Micrurus ibiboboca BRT Caatinga 8 11 13 11 41

Micrurus frontalis BRT Cerrado 8 9 10 5 32

Micrurus surinamensis BRT Amazbnia 4 4 5 5 18

Micrurus corallinus BRM I\@at@ 9 9 8 7 33
Atlantica

Micrurus paraensis BRM Amazonia 4 3 4 3 14

Os espécimes analisados estdo depositados nas seguintes cole¢des bioldgicas: Instituto
Butantan (IB), Universidade Estadual de Campinas (ZUEC), Museu de Historia Natural
Capdo da Imbuia (MHNCI), Museu Nacional do Rio de Janeiro (MNRJ), Pontificia
Universidade catolica de Minas Gerais (MCNR/PUC-MG), Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande do Sul (PUC-RS), Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA),
Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), Fundacdo Zooboténica (MCN/FZB), Instituto
Nacional da Mata Atlantica (INMA), Universidade Federal de Pernambuco (CHUFPE),
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Universidade Federal do Mato Grosso do Sul

(UFMS), Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), Universidade Federal da Paraiba
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(UFPB) e Universidade Federal do Acre (UFAC).

A analise dos eventos reprodutivos foi realizada conforme as estacGes do ano para o
hemisfério sul (austral). Apenas espécimes adultos e que ndo apresentavam condicGes de

degradacdo tecidual ou presenca de parasitas no trato reprodutor, foram utilizados na analise.

2.2 - Area de distribuicdo dos espécimes

Os espécimes utilizados foram coletados em diferentes localidades no Brasil, os

pontos especificos estdo marcados no mapa de distribuicdo das espécies (Fig. 1).
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Figura 1. Mapa de biomas do Brasil com os limites da federacdo, apresentando a distribuicéo
das espécies de cobra coral verdadeira. BRM: anéis pretos em monades; BRT: anéis pretos
em triades.
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A espécie Micrurus corallinus possui a distribuicdo do sul da Bahia ao Rio Grande do
Sul (Marques, 1996; Campbell and Lamar, 2004), a Mata Atlantica pode exibir localidades
com chuvas bem distribuidas ao longo do ano, aproximadamente 1.800-3.000 mm de chuva,
dependendo da regido (Coutinho, 2016), com curtos periodos de estiagem (geralmente entre o
outono e inverno) e uma amplitude térmica podendo chegar 10-15°C (Mendonga and Danni-
Oliveira, 2007). No sul do pais temos a distribuicdo da espécie M. altirostris (Silva Jr. and
Sites Jr., 1999; Silva Jr., 2016), presente em dois biomas, o da Mata Atlantica (porcao sul) e o
do Pampa (Campbell and Lamar, 2004). As condices climaticas sdo semelhantes a da Mata
Atlantica, porém o frio do inverno € marcante, com registros de temperatura chegando abaixo
de zero. As espécies M. surinamensis e M. paraensis estdo distribuidas no bioma Amazoénia
(Silva Jr., 2016), regido que exibe um intenso regime pluviométrico, com a média anual 2.145
mm de chuvas e um curto periodo de seca no inverno, entretanto hd uma homogeneidade
térmica ao longo do ano, com temperatura média 28,2°C (Mendonga and Danni-Oliveira,

2007).

No Cerrado temos a distribuicdo da espécie M. frontalis (Campbell and Lamar, 2004),
regido com o clima tropical estacional, possui temperaturas médias anuais de 20-22 °C até 24-
26 °C e médias pluviométricas de 1.000 —1.800 mm anuais (Coutinho, 2016). E periodos bem
definido de estiagem (aproximadamente 5 meses) (Mendonca and Danni-Oliveira, 2007). A
espéecie M. ibiboboca esta distribuida tipicamente no bioma da Caatinga (Silva Jr., 2016),
apresenta o tipo climatico equatorial, no qual exibe alta sazonalidade no regime de chuvas,
sendo com cinco meses de estiagem e sete meses com maior pluviosidade (Ab’Saber, 2007).
Dependendo da localidade pode haver consideravel diferenca no regime de chuvas de 2.300

mm (e.g., S. Luis do Maranh&o) até 620 mm anuais (e.g., Campos Sales).

2.3 - Dados macroscopicos

Os dados biométricos coletado de cada espécime foram: comprimento rostro-cloacal
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(mm) e massa do corpo (g). Para analise de algumas porcbes do sistema reprodutor,
realizamos uma incisdo ventral, no terco final do corpo. Posteriormente, com auxilio de
paquimetro eletrénico, coletamos as medidas de comprimento (a), largura (b), espessura (c)
em milimetros; dos 6rgdos testiculo e rim (ambos os lados) e com uma balancga de preciséo
realizamos a pesagem dos 6rgdos em gramas. Para o ducto deferente, medimos apenas a
espessura (mm).

Para o célculo do volume dos 6rgéos utilizamos dois métodos: o primeiro com o0 uso

da formula elipsoide 3”(2) (g) G) para obtencdo do volume (Vol. E) em milimetros
cubicos (Pleguezuelos and Feriche, 1999). No segundo método utilizamos o principio de
Arquimedes, com o uso de uma proveta de 5 mL, realizamos a imersdo do 6rgdo em meio
liguido e com deslocamento do liquido na proveta, obtivemos o volume liquido do 6rgéao
(Vol. L) em mililitro (cf., Scherle, 1970). O volume relativo do testiculo, foi calculado pela
férmula volume do testiculo/comprimento rostro-cloacal, e para a comparagao entre espécies

utilizamos a média do volume relativo. O indice gonadossomatico (GSI) foi calculado pela

férmula massa do testiculo/massa do corpo x 100 (Quinn, 1979).

2.4 - Histologia e histoquimica

Para histologia foram coletadas amostras do testiculo, rim e ducto deferente (por¢éo
distal), utilizamos como padrdo a coleta do lado direito, sendo preservado o Orgéo
contralateral. As amostras passaram pelo processo de desidratacdo alcoolica crescente, xilol e
inclusdo em parafina (Junqueira, 1995). As laminas foram confec¢cdo com cortes de 5-7 um de
espessura, na posicdo longitudinal. A coloracdo béasica para analise tecidual foi hematoxilina e
eosina (H/E), e as avaliagdes foram feitas com o uso do microscopio Leica DM4 B com
camera DMC 4500 acoplada. Para histoquimica utilizamos o &cido periodico-Schiff (PAS)

para identificacdo de carboidratos neutros, azul de alcian (AB) pH 2,5 para identificacdo de
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glicosaminoglicanos carboxilados ou polissacarideos &cidos e o azul brilhante de Coomassie
(CB), para identificacdo de proteinas. Os protocolos utilizados foram Junqueira (1995) e do
laborat6rio multiusuario de estudos em biologia da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), ambos adaptados, pois realizamos a contra-coloragdo com hematoxilina para melhor

delimitacdo de algumas regides.

2.5 - Morfometria

As andlises morfométricas foram realizadas nos trés 6rgdos coletados (e.g., testiculo,
rim e ducto deferente), com a unidade de medida em micrometros (um). Para cada lamina
confeccionada, com cortes em alturas teciduais diferentes, fotografamos dez estruturas (i.e.,
tibulo seminifero, SSK e ducto deferente). Do testiculo, especificamente o tabulo seminifero
(Tsm), coletamos as medidas dos seguintes caracteres estruturais: altura do epitélio e diametro
do Tsm. Das células de Leydig, coletamos as medidas: da area e diametro do nucleo. No rim,
analisamos o segmento sexual renal (SSK), as medidas avaliadas foram: altura do epitélio,
area do lumen e éarea dos granulos de secrecdo (caso estivessem presentes). No ducto
deferente, as medidas coletadas foram: altura do epitélio, diametro do ducto e diametro da
massa espermatica presente no Iimen.

Para as estruturas com formato circular, em corte transversal, as medidas da altura do
epitélio (e.g., tubulo seminifero, SSK e ducto deferente), foram feitas em quatro pontos
(superior, inferior, lado direito e esquerdo) formando uma cruz. Utilizamos a média dos
quatro pontos com Unica medida de caracter, referente a uma das dez estruturas avaliadas.

Todas as medicdes foram realizadas no software Image Pro Plus 6.0. Na analise
qualitativa referente a variagcbes observadas no tubulo seminifero, ao longo do ciclo
espermatogénico, utilizamos a classificacdo proposta por Goldberg and Parker (1975):

regressdo completa (estagio 1), comeco da recrudescéncia (estagio I1), final da recrudescéncia
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(estagio I11), comeco da espermiogénese (estagio 1V), espermiogénese (estagio V) e comego

de regressdo (estagio VI).

2.6 - Estratégias reprodutivas analisadas
As estratégias reprodutivas dos machos foram examinadas com base na composicao de
alguns eventos reprodutivos, como: ciclo espermatogénico, periodo de hipertrofia do SSK e
estocagem de espermatozoides no ducto deferente. Para cada estratégia reprodutiva,
utilizamos o agrupamento de algumas variaveis operacionais (e.g., biometria, morfometria e
andlise qualitativa), para permitir a avaliacdo do tipo de estratégia adotada em cada espécie
(Tabela 2).

Tabela 2. Composicédo das estratégias reprodutivas e delineamento das medidas coletadas para analise.
DD: Ducto deferente; N.C.L: nlcleo das células de Leydig; TSM: tubulos seminiferos; SSK:
segmento sexual renal.

Estratégias reprodutivas Variacgoes Medidas coletadas

Biometria
. . Volume testicular
Ciclo descontinuo e o
Indice gonadossomatico
(com regressao)
Morfometria
Altura do epitélio do TSM
Diametro do TSM
Diametro do N.C.L
(sem regressao) Areado N.L.C
Andlise Qualitativa
Estagio do ciclo espermatogénico

Periodicidade do Ciclo
Espermatogénico
Ciclo continuo

Continua Biometria_
Volume do Rim
(sem alteracdo de hipertrofia)
Periodicidade de atividade do Morfometria

Segmento Sexual Renal Altura do epitélio do SSK

Sazonal Diémetro do SSK
(com alteracdo de hipertrofia) Area do IGmen do SSK
Avrea dos granulos no limen
Ausente Biometria

(producdo continua de

espermatozoides no TSM) Espessura do DD

Estocagem de espermatozoides no Presente Morfometria
Ducto deferente Sem alteragdo no didmetro do DD Altura do epitélio do DD
Diémetro do DD
Presente Diametro da massa espermatica

Com alteracdo no diametro do DD
(armazenamento elevado)
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2.7 - Maturidade sexual

A maturidade sexual foi caracterizada com base nas informagdes histologicas,
do testiculo e ducto deferente. Estabelecemos os espécimes como sexualmente
maduros (ou adultos), quando apresentavam espermatozoides no limen do tabulo
seminifero e no ducto deferente, e aqueles que exibiam espermatozoides apenas no

limen do ducto deferente.

2.8 - Estatistica

As correlacbes do volume testicular com o comprimento rostro-cloacal e do volume
testicular com a massa do corpo, foram testadas por regressao linear (Shine, 1977). Todos 0s
dados que nao passaram pelo teste de aderéncia a normalidade, foram transformados para
Log, Box-cox ou raiz cubica (medidas de volume), obtendo assim uma distribuicao
paramétrica. As comparacdes das médias de volume testicular, volume renal e espessura do
ducto deferente entre as estacdes, foram realizadas pelo teste de covariancia (ANCOVA);
complementado pelo teste post-hoc Sidak e Tukey, o Crc foi utilizado como covariavel. A
comparacdo das médias do GSI foi realizada pelo teste ANOVA; complementado pelo teste
post-hoc Tukey. Para as analises dos dados morfométricos, as comparac6es das médias entre
as estacOes foram testadas pela analise de variancia (ANOVA); complementado pelo teste
post-hoc Tukey. Para M. paraensis, devido ao nUmero amostral apenas alguns testes foram
realizados comparando outono e inverno, neste caso, o teste utilizado foi o teste T-Student. Os
softwares utilizados na estatistica foram o IBM SPSS “Statistical Package for the Social

Sciences” € 0 Minitab 17, assumindo como nivel de significancia P < 0,05.



31

3—- RESULTADOS

3.1 -Ciclo reprodutivo em Micrurus corallinus

Na espécie Micrurus corallinus obtivemos correlacdo do volume do testiculo
(Vol.E/Vol.L) com Crc (Vol.E, r = 0,57; P = 0,001/ Vol.L, r = 0,69; P < 0,001). Na
comparacdo das medias de volume do testicular entre as quatro estacdes, ndo houve diferenca
significativa (Ancova, F = 0,77; P = 0,521; Vol.E/ Ancova, F=1,13; P = 0,358). O indice
gonadossomatico (GSI) mostrou diferenca significativa na média ao longo do ano (Anova, F
=5,11; P = 0,008*; Fig. 2A), houve uma diminuicdo da média no verdo, em comparagdo com
outono e inverno (post-hoc Sidak, P = 0,012 e P = 0,019, respectivamente). O volume renal
apresentou variacdo significativa (Ancova, F = 7,15; P = 0,001*), com o inverno exibindo a
maior média de volume em comparagdo com verdo e outono (post-hoc Sidak, P < 0,05; ambas
as comparacgdes; Fig. 2B). Encontramos diferenca significativa na espessura do ducto
deferente (Anova, F = 5,50, P = 0,005*; Fig. 2C), os maiores valores da média de espessura
ocorrendo no inverno e primavera, diferindo da média do verdo (post-hoc Tukey, PRI-VER: P

=0,015*; INV-VER: P = 0,022%).

Na morfometria do testiculo, obtivemos diferenca significativa na altura do epitélio
seminifero entre as estacdes do ano (Anova, F=33,92; P < 0,001), com as maiores médias de
altura ocorrendo no outono e inverno (post-hoc Tukey, P < 0,001; para ambas; Fig. 2D), e
uma diminuicdo acentuada na primavera e verdo (Fig. 2D). N&o foram constatadas diferengas
nas médias do diametro do tubulo seminifero (Anova, F=2,50; P = 0,087), o mesmo resultado
foi observado para o diametro (Anova, F=0,74; P = 0,535) e area do nucleo das células de
Leydig (Anova, F=1,91; P= 0,084). Para SSK evidenciamos diferenca significativa na altura
do epitélio do segmento sexual renal (Anova, F = 6,68; P = 0,002*), com maior hipertrofia

no inverno, sendo significativa a diferenca entre inverno-verdo (post-hoc Tukey, P = 0,002%)
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e inverno-outono (post-hoc Tukey, P = 0,046*; Fig. 2E). O diametro do SSK apresentou
resultado semelhante, com diferencga significativa (Anova, F = 13,21; P < 0,001*), sendo o
inverno a maior média do diametro (Fig. 2F), verificamos um aumento gradual de SSK com
granulos presentes no Iimen, com maior area luminal ocupada na estacdo do inverno (Fig.
3A). N&o houve diferenca significativa na variacdo da média de &rea do limen do SSK
(Anova, F = 2,32; P = 0,106). No ducto deferente, evidenciamos variacdo significativa no
didmetro ao longo do ano (Anova, F = 9,00; P < 0,001), com a menor média ocorrendo na
estacdo do verdo (Fig. 3B), diferindo significativamente ao com as médias da primavera e
inverno (post-hoc Tukey, P < 0,01, em ambas as comparacdes). Obtivemos resultado
semelhante para o didmetro da massa espermaética (Anova, F = 7,93; P = 0,001*; Fig. 3C). E
para altura do epitélio, ndo houve diferenca significativa entre as estagdes (Anova, F= 0,564;

P = 0,644).

Na anéalise qualitativa (Fig. 4), o testiculo exibiu o periodo de quiescéncia do epitélio
germinativo (estagio 1), ocorrendo na primavera por um curto periodo (novembro e
dezembro). No inicio do verdo (janeiro-fevereiro) temos o estagio Il, identificado pela
proliferacdo de espermatogonias e espermatécitos; o estagio Il foi evidenciado em marco,
somente em um espécime. No inicio do outono identificamos o inicio da espermiogénese
(estagio 1V), e o processo final correspondente a presenca de espermatozoides maduro no

Iimen foi observado do outono ao inverno (maio-setembro).

3.2 -Ciclo reprodutivo em Micrurus frontalis

Em Micrurus frontalis, evidenciamos correlacdo positiva do volume do testiculo com
o Crc, porém essa correlacdo so foi significativa para o volume elipsoide (Vol.E, r = 0,41; P

= 0,034), ndo sendo detectada no volume liquido (Vol.L, r =0,27; P = 0,322). Na comparacgéo
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das médias nao houve diferenca significativa para o volume testicular (Ancova, F = 1,06; P =
0,386; Vol. E / Ancova, F = 2,10; P = 0,069; Vol.L), indice gonadossomatico (Anova, F =
1,48; P = 0,243), volume renal (Ancova, F = 0,892; P = 0,460) e espessura do ducto deferente

(Anova, F = 1,97, P = 0,144).

Na morfometria Micrurus frontalis exibiu variacao significativa da média do diametro
do tdbulo seminifero entre as estagbes (Anova, F=4,52; P = 0,014*), apresentando
diminuicdo acentuada no inverno, em comparagdo com o verdo (post-hoc Tukey, P = 0,013%;
Fig. 5A). N&o houve diferenca significativa na altura do epitélio seminifero (Anova, F=2,00;
P = 0,145), na area (Anova, F=1,98; P = 0,149) e didmetro do nucleo das células de Leydig
(Anova, F=1,16; P = 0,348). Observamos uma diferenca significativa na média da altura do
epitélio do SSK (Anova, F = 13,41; P < 0,001*), entre as estacOes verdo-inverno, com as
maiores médias e uma queda significativa na primavera (primavera com outras estacdes: post-
hoc Tukey, P > 0,05*; Fig. 5B). De forma semelhante, o didmetro do SSK exibiu variagio na
média (Anova, F = 11,81; P < 0,001*), diferindo na primavera com as demais estacfes
(primavera-outras estacfes: post-hoc Tukey, P > 0,05*; Fig. 5C). Nao houve diferenca na area
luminal do SSK (Anova, F=3,01; P = 0,063), entretanto, os granulos de secrecdo foram
evidenciados no Iimen do SSK com maior frequéncia no inverno (Fig. 5D). No ducto
deferente, ndo evidenciamos diferencas significativas para a altura do epitélio (Anova, F=
3,04; P = 0,059), didmetro do ducto deferente (Anova; F= 1,03; P = 0,403) e didmetro da
massa espermatica (Anova, F= 2,04; P = 0,148). No ducto deferente constatamos a presenca
de cristas, caracteristicas da estrutura da ampulla (Fig. 5E, F), nos especimes UFOP-598

(primavera) e UFMS — 1416 (veréo).

No exame qualitativo dos estagios do ciclo espermatogénico, para a espécie M.
frontalis, ndo evidenciamos a presenca do estagio I, correspondente ao periodo de pausa do

epitélio germinativo. Nesta espécie, de novembro até meados de fevereiro, identificamos
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exemplares exibindo os estagios Il ou Ill; a partir do més de margo, encontramos o inicio da
espermiogénese (estagio 1V), no qual ha espermatides em diferentes estadgios. Ao longo do
outono e inverno, tivemos a presenca de especimes com o0s estagios 1V e V, sendo entdo o

periodo de pico da espermiogénese até o inicio da primavera.

3.3 -Ciclo reprodutivo em Micrurus altirostris
Na espécie Micrurus altirostris identificamos que ha correlacdo positiva do volume
testicular com Crc (Vol. E: r = 0,48; P = 0,006 / Vol. L: r = 0,42; P = 0,017). O volume do
testiculo ndo apresentou variagdo da média, na comparacdo entre as estacdes (Ancova, F =
2,52; P = 0,080; Vol.E/ Ancova, F = 0,152; P = 0,765; Vol.L). O mesmo resultado foi
observado para 0 GSI (Anova, F = 2,71; P = 0,065), para o volume renal (Ancova, F = 0,252,

P =0,859) e espessura do ducto deferente (Anova, F =1,85; P = 0,157).

Na morfometria, verificamos variacdo na média da altura do epitélio seminifero
(Anova, F =5,70; P = 0,005), sendo significativa a diferenca entre primavera e o verao (post-
hoc Tukey, P = 0,004; Fig. 6A). Para os outros parametros ndo houve diferenca significativa
no didmetro do tdbulo seminifero (Anova, F = 2,00; P = 0,144); diametro do nlcleo das
células de Leydig (Anova, F = 1,83; P = 0,171) e area do nucleo das células de Leydig
(Anova, F = 2,41; P = 0,095). No SSK houve diferenca significativa na altura do epitéelio
(Anova, F = 3,43; P = 0,036%*), sendo verédo e outono as maiores médias, quando comparados
com o inverno (post-hoc Tukey, P = 0,042; Fig. 6B). Resultado semelhante foi observado no
diametro do SSK, com diferenca significativa (Anova, F =4,62; P = 0,012*; Fig. 6C), com a
menor média ocorrendo no inverno, diferindo de verdo e outono (post-hoc Tukey, P < 0,05).
N&o houve diferenca nas médias das areas do limen do SSK (Anova, F = 1,84; P = 0,169),
porém observamos no outono a maior incidéncia de granulos no limen do SSK (Fig. 6D). No

ducto deferente, ndo houve diferenca entre as médias da altura do epitélio (Anova, F=2,39; P
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= 0,091), didmetro do ducto (Anova, F =2,72; P = 0,065) e didmetro da massa espermatica

(Anova, F=2,36; P =0,094).

Na andlise qualitativa (Fig. 7), referente ao ciclo espermatogénico, constatamos o
estagio | ocorrendo de meados do inverno até inicio da primavera (agosto-outubro), sendo
caracterizado pela quiescéncia epitelial. O estagio Il foi evidenciado ao longo da primavera,
com o epitélio germinativo apresentava a recrudescéncia. Os estagios Il e IV foram
evidenciados ao longo do verdo (dezembro-fevereiro). O estagio V, ocorrendo do final do
verdo ao longo de todo outono, os espécimes exibiam a espermiogénese. E o estagio VI, inicio

da regressédo, foi identificado em meados do outono até o inverno.

3.4 -Ciclo reprodutivo em Micrurus surinamensis

Espécimes machos de Micrurus surinamensis ndo apresentaram correlacéo
significativa do volume do testiculo com Crc (Vol. E, r = 0,34; P = 0,234/ Vol. L, r =0,13; P
= 0,322). O volume testicular ndo apresentou diferencas significativas (Ancova, F = 0,367; P
=0,779; Vol. E / Ancova, F = 0,152; P = 0,926; Vol. L). Entretanto, 0 GSI mostrou variacdo
entre as médias (Anova, F = 13,56; P = 0,001*), com um aumento do indice no inverno,
diferenciando-se das outras estaces (post-hoc Tukey, P < 0,05, Fig. 8A). Ndo apresentaram
diferencas significativas entre as estagdes, o volume do rim (Ancova, F = 2,88; P = 0,095) e a

espessura do ducto deferente (Anova, F = 2,05; P = 0,170).

Na morfometria do testiculo, verificamos diferengas significativas na altura do epitélio
seminifero (Anova, F = 11,27; p <0,001; Fig. 8B), com a maior média ocorrendo no outono e
uma queda acentuada no inverno (post-hoc Tukey, OUT-INV: P = 0,013; OUT-PRI: P =
0,009). O diametro do tabulo seminifero apresentou varia¢do entre as médias (Anova, F =
3,89; P =0,033), com o verdo exibindo a maior média do didmetro e o inverno a menor (post-

hoc Tukey, VER-INV: P = 0,040%*; Fig. 8C). Para o diametro do nucleo das células de Leydig,
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observamos uma diferenca significativa (Anova, F = 5,65; P = 0,009%), pela diminui¢do da
média no outono, em relagdo ao verdo (post-hoc Tukey, P = 0,015*; Fig. 8D). Nao
constatamos diferencas significativas na area do nucleo das células de Leydig (Anova, F =
3,56; P = 0,052). Para o rim, verificamos que ndo houve diferencas significativas na altura do
epitélio do SSK (Anova, F = 1,48; P = 0,279), na area do lumen do SSK (Anova, F = 0,290;
P = 0,832) e no didmetro do SSK (Anova, F = 0,307; P = 0,820). Os granulos de secre¢do no
limen do SSK foram observados com maior frequéncia na primavera e no outono. No ducto
deferente, a espécie Micrurus surinamensis ndo apresentou diferencas significativas nas
médias da altura do epitélio (Anova, F = 0,145; P = 0,930), no didmetro do ducto deferente
(Anova, F = 0,119; P = 0,947) e no diametro da massa espermatica (Anova, F = 0,271; P =

0,845).

Na analise qualitativa (Fig. 7), referente ao ciclo espermatogénico, ndo identificamos
os estagios I, Il e Ill. Do verdo a meados do outono (fevereiro-junho) os espécimes
apresentavam o estagio IV do ciclo, o epitélio do tGbulo seminifero exibia esperméatides em
diferentes estagios de desenvolvimento (s3-s7). Do outono a meados do inverno, observamos
tibulos seminiferos com espermatozoides na area luminal, caracterizando o estagio V. Do
inverno a primavera (agosto-novembro) verificamos uma transicéo, do estagio V para estagio
VI, o epitelio seminifero apresentava baixa quantidade de espermatogdnias e espermatocitos
(2-4 camadas), e a maioria das espermatides estavam no final de se estigio de

desenvolvimento.

3.5 -Ciclo reprodutivo em Micrurus ibiboboca

Espécimes machos de Micrurus ibiboboca ndo apresentaram correlacdo significativa

do volume do testiculo com o Crc (Vol. E, r =0,13; P = 0,665/ Vol. L, r = 0,30; P = 0,298).
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N&o constatamos variagdo significativa da média no volume do testiculo (Ancova, F = 0,80;
P = 0,522; Vol.E/ Ancova, F = 1,10; P = 0,398; Vol.L) e no indice gonadossomatico (GSI)
(Anova, F = 0,70; P = 0,574). O volume do rim exibiu variacdo significativa (Ancova, F =
6,11; P = 0,015%), pela diminui¢do do volume no inverno (post-hoc Tukey, P = 0,015*; Fig.

8E). E o ducto deferente ndo apresentou variacgao significativa (Anova, F = 1,28; P = 0,333).

Na morfométrica do testiculo, ndo constatamos diferenca significativa na altura do
epitélio seminifero (Anova, F = 2,21; P = 0,112), no didmetro do tdbulo seminifero (Anova,
F = 1,06; P= 0,492) e na area do nucleo das células de Leydig (Anova, F = 1,35; 0,281).
Entretanto, h4d uma variacdo significativa na media do didmetro do nucleo das células de
Leydig (Anova, F = 5,75; P = 0,004*), com a maior média ocorrendo na estacdo da
primavera em relagéo as outras estacdes (post-hoc Tukey, P < 0,05*; Fig. 8F). Para o rim, ndo
houve variacdo entre as médias da altura do epitélio do SSK (Anova, F = 1,06; P = 0,381), do
didmetro do SSK (Anova, F = 0,693; P = 0,568) e na area do limen do SSK (Anova, F =
0,512; P = 0,679). Os granulos de secrecdo no limen do SSK foram observados em todas as
estagBes, porém em maior quantidade no verdo. Para o ducto deferente, ndo houve variagdo
significativas para altura do epitélio (Anova, F =1,63; P = 0,208), didmetro do ducto deferente

(Anova, F=0,526; P = 0,669) e diametro da massa espermatica (Anova, F= 0,996; P = 0,411).

Na analise qualitativa do testiculo evidenciamos o estagio | ocorrendo no inverno
(agosto) e primavera (outubro), o epitélio germinativo apresentava 1-2 camadas de
espermatogdnias e o lumen estava ausente de espermatozoides, caracterizando assim a
regressao total. Os estagios Il e Il1, correspondentes a recrudescéncia, ndo foram evidenciados
nos exemplares analisados. Os estagios IV e V foram constatados do final da primavera até o
outono (dezembro-julho). No inverno (meados de setembro) verificamos alguns espécimes
apresentando o tubulo seminifero no estado de transi¢cdo para a regressdo e outros ja em

estavam no estagio VI, referente ao inicio da regressao.
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3.6 -Ciclo reprodutivo em Micrurus paraensis

Espécimes machos de Micrurus paraensis exibiram correla¢do positiva entre o volume
testicular e o Crc (Vol. E, r =0,69; P = 0,009/ Vol. L, r = 0,55; P = 0,024). Para essa espécie
constatamos uma diferenca na média do volume do testiculo (Ancova, F = 19,0; P = 0,001%*;
Vol. E/ Ancova, F = 11,72; P = 0,003*; Vol. L), apresentando a maior média volumétrica no
outono, sendo significativamente diferente do inverno e primavera (post-hoc Tukey, P <
0,05*; Fig. 9A, B). O GSI apresentou variacao entre as médias (Anova, F = 11,24; P = 0,002),
sendo o0 outono a estagdo com maior média e significativamente diferente, quando comparado
com a primavera (post-hoc Tukey, P = 0,02*) e o verao (post-hoc Tukey, P = 0,018*; Fig. 9C).
O volume renal ndo apresentou variacao significativa (Ancova, F = 2,01; P = 0,191). O ducto
deferente apresentou diferenca significativa na espessura (Anova, F = 34,39; P = 0,001; Fig.
9D), com as estagdes outono e inverno exibindo as maiores médias de espessura, quando
comparados com a primavera e o verdo (post-hoc Tukey, P < 0,05*, para ambas as
comparagdes). Macroscopicamente evidenciamos diferenca na espessura do ducto deferente
(regido distal), na comparacao entre os exemplares com comprimento rostro-cloacal e massa
do corpo semelhantes (Fig. 9E): MPEG — 26525 (coletado no outono; Crc = 382 mm; 19,01

g), e INPA — 26774 (coletado na primavera; Crc = 390 mm; e 21,60 g).

Na morfometria do testiculo as Unicas estacbes que obtiveram o numero amostral
minimo para analise foram outono e inverno. O didmetro do tubulo seminifero apresentou
diferenca da média do outono em relacdo ao inverno (Teste-t, t(6)= 2,57; P = 0,043*; Fig.
9F). Néo evidenciamos variacgéo significativa para a altura do epitélio seminifero (Teste-t, t(6)
= 1,16; P = 0,288), diametro do nucleo das células de Leydig (t(6) = 1,94; P = 0,100) e area
do nuacleo das células de Leydig (Teste-t, t(6) =1,26; P = 0,253). O SSK ndo apresentou
diferenca nas médias da altura do epitélio do SSK (Teste-t, t(5) =0,784; P = 0,469), area do

limen do SSK (Teste-t, t(5) =0,729; P = 0,499), e diametro do SSK (Teste-t, t(5) =0,903; P =
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0,408). Em ambas as estagdes constatamos a presenca de granulos de secre¢do no espaco
luminal do SSK. O ducto deferente ndo houve diferenca na altura do epitélio (Anova, F =
1,11; P = 0,388). O diametro do ducto deferente exibiu diferenca significativa (Anova, F =
5,257, P = 0,020%*), sendo a maior média no inverno e uma queda significativa na primavera
(post-hoc Tukey, P = 0,027*; Fig. 10A). Para o diametro da massa espermatica houve
diferenca significativa na média (Anova, F = 6,768; P = 0,009%), a primavera apresentou a
menor média em relacdo as outras estacbes (post-hoc Tukey, P < 0,05, em ambas as

comparagdes; Fig. 10B).

Na anélise qualitativa (Fig. 11), para o ciclo espermatogénico ndo identificamos os
estagios 11, 111 ao longo do ano. O estagio 11 foi constatado em fevereiro (verdo), e o estagio
IV no inicio de margo, sendo esse correspondente ao inicio da espermiogénese. O estagio V
referente a intensa producdo de espermatozoides, foi constatado do outono ao inicio do
inverno (abril a julho). Na primavera, observamos espécimes com tubulos seminiferos no
estagio VI e outros ja apresentando sinais do estagio | (transi¢do), referente ao comeco de
regressao para regressao total, sendo caracterizado pelo epitélio do tabulo seminifero com 1-2

camadas de células germinativas e auséncia de espermatozoides no limen.

Resumo das estratégias reprodutivas observadas nas espécies de Micrurus. (DD): ducto deferente;
(SSK): segmento sexual renal. (Fonte: producdo do autor)

Estratégias reprodutivas

Espécie Ciclo

Reprodutivo Atividade do SSK Estocagem do DD
Micrurus corallinus descontinuo sazonal presente (armazenamento elevado)
Micrurus paraensis descontinuo sazonal presente (armazenamento elevado)
Micrurus frontalis continuo sazonal ausente
Micrurus surinamensis continuo continua ausente
Micrurus altirostris descontinuo sazonal presente

Micrurus ibiboboca descontinua continua presente
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3.7 -Comparativo do potencial reprodutivo

Na analise do potencial reprodutivo, constatamos que ha diferenca significativa do
volume relativo do testiculo entre as espécies (Anova, F = 39,89; P < 0,001), as espécies
Micrurus corallinus, M. paraensis e M. surinamensis exibiram médias de volumes
significativamente maiores (P < 0,001, compara¢des com as outras espécies; Fig.10C). Na
comparacao do GSI, houve diferencas entre as espécies (Anova, F = 77,28; P < 0,001), sendo
M. corallinus e M. paraensis com os maiores indices gonadossomatico, em relacdo as outras
espécies (P < 0,001, comparagdo com as espécies; Fig. 10D). Ao mesmo tempo, M. corallinus

e M. paraensis exibem as menores médias de comprimento rostro-cloacal (Fig. 10E).

3.8 -Maturidade sexual

A maturidade sexual foi constatada em M. corallinus no espécime com 473 mm de Crc
(MNRJ-8239), sendo evidenciado espermatozoides no Iumen do tdbulo seminifero. O
espécime foi coletado na primavera, apresentava o epitélio do tubulo seminifero em estado de
quiescéncia, enquanto, o ducto deferente apresentava espermatozoides no Iumen. Outro
exemplar de M. corallinus com Crc 420 mm (IB — 86060), ndo mostrou espermatozoides. No
tibulo seminifero e no ducto deferente. Para a espécie Micrurus frontalis evidenciamos o
menor espécime maduro com 640 mm (ZUEC — 82) com espermatozoide no ducto deferente.
Em M. altirostris a medida no menor macho maduro foi de 477 mm de Crc (MCN_FZB —
10963) com espermatozoides no tubulo seminifero e ducto deferente. A espécie M.
surinamensis teve como menor macho maduro o espécime com 552 mm de Crc (INPA —
12090), coletado na estacdo do outono, apresentava o tubulo seminifero em espermiogénese e
0 ducto deferente com espermatozoides no Iimen. Em M. ibiboboca o menor macho maduro
tinha 420 mm de Crc (UFPB — 27216), apenas foi constatado espermatozoides no ducto

deferente. E para M. paraensis o exemplar maduro de menor comprimento possui 390 mm
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(MPEG - 26526), coletado no outono, o tubulo seminifero estava em estagio de

espermiogénese e 0 havia espermatozoides armazenados no ducto deferente.

3.9 -Pranchas com as figuras referentes aos resultados
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Figura 2. Prancha com os diagramas de caixa, referente as compara¢Ges biométricas e
morfometricas entre as estacdes do ano, espécie Micrurus corallinus. Reta interligando os
diagramas de caixas, indica a média de cada grupo. (A-C) biometria do testiculo, rim e ducto
deferente. (D-F) morfometria do testiculo, rim e ducto deferente. Letras diferentes entre os
diagramas de caixas (estacOes), indicam variacdo significativa entre as médias (P < 0,05).
(INV) inverno; (OUT) outono; (PRI) primavera; (VER) verdo. (Fonte: producéo do autor).
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Figura 3. Prancha com os diagramas de caixa, referente as comparacdes morfomeétricas entre
as estacdes do ano. A linha entre as caixas, indica a média de cada grupo. Reta interligando os
diagramas de caixas, indica a média de cada grupo. (A) area dos granulos presentes no limen
do segmento sexual renal, Micrurus corallinus. (B-C) ducto deferente, didmetro do ducto e
massa espermatica presente no Iumen, Micrurus corallinus. Letras diferentes entre os
diagramas de caixas (estacdes), indicam variacdo significativa entre as médias (P < 0,05), na
auséncia de letras, ndo houve diferenca significativa (P > 0,05). (INV) inverno; (OUT)
outono; (PRI) primavera; (VER) verdo.
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Figura 4. Fotomicrografia do testiculo, rim e ducto deferente em Micrurus corallinus, com
cortes longitudinais. (H/E). (A) tabulo seminifero em regressdo total, exibindo limen
praticamente ausente de espermatozoides, estacdo primavera. (B) tubulo seminifero em
espermiogénese, inverno. (C) segmento sexual renal, estacfes primavera limen do SSK sem
granulos. (D) segmento sexual renal exibindo espag¢o luminal com granulos, inverno. (E)
Ducto deferente apresentando espermatozoides estocados no Iimen, estacdo primavera. (F)
Ducto deferente apresentando limen praticamente ausente de espermatozoides, estagdo
verdo. (Bn) ndcleo basal; (Gr) granulos; (L) lamen; (Sd) espermatide; (Sg) espermatogbnia;
(SSK) segmento sexual renal; (Sz) espermatozoides.



45

200 4

Micrurus frontalis A Micrurus frontalis B
300 70 A A
AB A AB
£ 2 T + T _ 60 A —
3 g -
8 L —] B ¥ 50 L1 T
: 200 T 7] L
] -+ ‘8 40 B J»
9 150 x)
T 1. ==
8 °
100
:§ T 204
$ 2
o %0 < 104
G 0
PRI VER ouT INV PRI VER out INV
Micrurus frontalis i C Micrurus frontalis D
160 A A 1200
L :
1000 4
'E:: 120 :g
% 100 B -~ + E
7 j/ g
9 80 - 600
: - : -
- ()]
g © 400
< [
a 4 <4 T

Figura 5. Prancha com os diagramas de caixa, referente as compara¢Ges morfométrica entre
as estacOes do ano; e fotomicrografia do ducto deferente. (H/E). Espécie Micrurus frontalis.
(A-D) morfometria do testiculo e rim. (E-F) Regido distal do ducto deferente, em evidencia
0 epitélio pseudoestratificado com cristas. Letras diferentes entre os diagramas de caixas
(estacOes), indicam variacdo significativa entre as médias (P < 0,05), na auséncia de letras,
ndo houve diferenca significativa (P > 0,05). (Ep(c)) epitélio pseudoestratificado com a
formacao de criptas. (INV) inverno; (OUT) outono; (PRI) primavera; (VER) verao.
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Figura 6. Prancha com os diagramas de caixa, referente as andlises de morfometria da
espécie Micrurus altirostris. (A) testiculo, altura do epitélio do tabulo seminifero. (B-D)
rim, altura do epitélio, didmetro e &rea granular do segmento sexual renal. Letras diferentes
entre os diagramas de caixas (estacOes), indicam variacédo significativa entre as médias (P <
0,05), na auséncia de letras, ndo houve diferenca significativa (P > 0,05). (INV) inverno;
(OUT) outono; (PRI) primavera; (VER) verdo.
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Figura 7. Fotomicrografia do testiculo e rim. Cortes histologicos em posicao longitudinal.
(H/E). (A) tdbulos seminiferos em regressdo total (estagio 1), estacdo primavera, em
Micrurus altirostris. (B) tibulo seminifero em espermiogénese (estagio V), estacdo verdo,
em Micrurus altirostris. (C) segmento sexual renal apresentando estado de hipotrofia (baixa
altura do epitélio e diametro), estacdes inverno, em Micrurus altirostris. (D) segmento
sexual renal exibindo maior altura do epitélio, estacdo verdo, em Micrurus altirostris. (E)
tibulo seminifero em espermiogénese, estacdo outono, em Micrurus surinamensis. (F)
tubulos seminiferos com baixa altura do epitélio indicando transi¢éo da espermiogénese para
0 estagio de inicio de regressao, estacdo primavera, em Micrurus surinamensis. (Bn) nucleo
basal; (Gr) granulos; (L) lumen; (Sd) espermatide; (Sg) espermatogdnia; (Sp) espermatocito
primario; (SSK) segmento sexual renal; (Sz) espermatozoides.
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Figura 8. Prancha com os diagramas de caixa, referente as andlises biométricas e
morfometricas entre as estacdes. (A) Biometria do testiculo, indice gonadossomatico em
Micrurus surinamensis. (B-D) morfometria do testiculo, altura do epitélio, didmetro do
tubulo seminifero, e didmetro do ndcleo das células de Leydig, em espécie Micrurus
surinamensis. (E) biometria do rim, volume renal em Micrurus ibiboboca. (F) morfometria
do testiculo, diametro do ndcleo das células de Leydig em Micrurus ibiboboca. Letras
diferentes entre os diagramas de caixas (estagdes), indicam variagédo significativa entre as
médias (P < 0,05), na auséncia de letras, ndo houve diferenca significativa (P > 0,05). (INV)
inverno; (OUT) outono; (PRI) primavera; (VER) veréo.
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Figura 9. Prancha com os diagramas de caixa, referente as compara¢des biométricas e
morfométricas, foto macroscopica do ducto deferente, espécie Micrurus paraensis. (A-B)
biometria do testiculo, anélise da variacdo do volume. (C) biometria do testiculo, indice
gonadossomatico. (D-E) morfometria do testiculo e ducto deferente. (F) Foto macroscopica
do ducto deferente, acima ducto proveniente de um espécime coletado no outono e abaixo
ducto de um exemplar coletado na primavera. Letras diferentes entre os diagramas de caixas
(estacOes), indicam variacdo significativa entre as médias (P < 0,05), na auséncia de letras,
ndo houve diferenca significativa (P > 0,05). (INV) inverno; (OUT) outono; (PRI)
primavera; (VER) ver&o.
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Figura 10. Prancha com os diagramas de caixa, referente as comparagfes biométricas e
morfométricas. (A-B) morfometria do ducto deferente, didmetro do ducto e da massa
espermatica presente no limen. Espécie Micrurus paraensis. (C) comparativo do volume
relativo do testiculo entre as espécies. (D) comparativo do indice gonadossomatico entre as
espécies. (E) comparativo do comprimento rostro-cloacal entre as espécies. Letras diferentes
entre os diagramas de caixas (estacdes), indicam variacdo significativa entre as médias (P <
0,05), na auséncia de letras, ndo houve diferenca significativa (P > 0,05). (INV) inverno;

(OUT) outono; (PRI) primavera; (VER) veré&o.
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Figura 11. Fotomicrografia do testiculo, rim e ducto deferente em Micrurus paraensis, com
cortes histoldgicos longitudinais. (H/E). (A) tabulos seminiferos em inicio de regressao e
outros em regressao total, estacdo primavera. (B) tibulo seminifero em espermiogénese,
outono. (C) segmento sexual renal apresentando baixa altura do epitélio e alguns granulos
preenchendo o espaco luminal, estagdes primavera. (D) segmento sexual renal exibindo o
citoplasma do epitélio com granulos intensamente corados por eosina, estacdo outono. (E)
ducto deferente apresentando limen vazio, estacdo primavera. (F) ducto deferente exibindo
espermatozoides estocados no limen, estacdo inverno. (Bn) nucleo basal; (Gr) granulos; (L)
limen; (Sd) espermatide; (Sg) espermatogbnia; (SSK) segmento sexual renal; (Sz)
espermatozoides.



52

4- DISCUSSAO

As espécies pertencentes a linhagem BRM, apresentaram alta similaridade no periodo
dos eventos reprodutivos, indicando haver uma conservacdo das estratégias nesse clado.
Micrurus corallinus possui o ciclo espermatogénico descontinuo, com a época de alta
atividade da fase espermiogénica ocorrendo nas estagfes outono e inverno (abril-setembro,
estiagem). O periodo da espermiogénese (outono-inverno), também coincidiu com época de
maxima hipertrofia do SSK e maior concentragdo de granulos no limen dessa estrutura. Dessa
forma, a alta atividade na producdo de espermatozoides pode ser constatada no aumento de
concentracdo de gametas no ducto deferente, ocorrendo a estocagem de espermatozoides no
inverno e primavera. A época de acasalamento para M. corallinus foi relatada nas estacfes
primavera (Marques, 1996) e verdo (Almeida-Santos, Coeti, and Bassi, 2017), essas duas
estacOes coincidem com o periodo de ovulatério fémea (Bassi, Coeti, and Almeida-Santos,
2020). Entdo, com a ocorréncia da regressao do epitélio germinativo na primavera, o ducto
deferente do macho ja apresenta 0s espermatozoides estocados, em grande quantidade para a
época de copula. Logo, podemos classificada como estratégia pré-nupcial (ou associada), pela
ocorréncia da quiescéncia do epitélio germinativo e o ciclo para o nivel individual €
descontinuo e para classificacdo populacional o ciclo reprodutivo é sazonal semi-
sincronizado.

A espécie M. paraensis apresenta o ciclo espermatogénico descontinuo, com o periodo
de maior atividade testicular ocorrendo no outono, e a fase da espermiogénese, abrangendo do
outono ao inverno (maio-agosto). Essas duas estacOes, coincidem com a época de maior
guantidade de granulos no limen do SSK e maximo acumulo de espermatozoides no ducto
deferente. A estocagem de espermatozoides pode ser caracterizada pela diminuicdo da

atividade testicular até a fase regressdo do epitélio germinativo (primavera). Enquanto o ducto
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deferente, no inverno e inicio da primavera, estd com os espermatozoides armazenados para a
época do acasalamento. Para M. paraensis ndo ha registros de copula na natureza e os dados
de histéria natural sdo escassos. Na populacdo o ciclo reprodutivo e sazonal semi-
sincronizado. De forma geral, as estratégias reprodutivas observadas nos machos de M.
paraensis apresentam-se com muita semelhanga ao de M. corallinus, com a ocorréncia dos
eventos reprodutivos no mesmo periodo (entre as espécies). A diferenca de maior relevancia
seria a diminuicdo da concentracdo de espermatozoides no lumen do ducto deferente
ocorrendo na primavera. Enquanto em M. corallinus, a reducéo de espermatozoides ocorre no
verdo. Assim, possivelmente a estacdo de acasalamento em M. paraensis ocorra no inverno e
primavera.

Na linhagem BRT as espécies analisadas apresentaram variacdo entre os ciclos, e
algumas espécies exibiram um periodo de regressdo testicular, sendo diferente do ciclo
assazonal para o grupo, como relatado por Marques et al. (2013). A espécie Micrurus frontalis
possui o ciclo espermatogénico continuo, o periodo da fase espermatogénica ocorre do verao
ao inverno. Nao constatamos a ocorréncia de regressdo do epitélio germinativo, porém, no
final do inverno e ao longo da primavera, hd& uma diminuicdo da atividade testicular,
coincidindo com diminuicdo na hipertrofia no epitélio do SSK. No verdo, o tabulo seminifero
apresenta a fase da recrudescéncia (estagio Il e Ill) indicando uma retomada na atividade
testicular. Para a espécie ndo ha registro de acasalamento na literatura, entretanto, o combate
entre machos ocorre no outono (Almeida-Santos, Coeti, and Bassi, 2021). Como o ritual de
combate € um comportamento que esta diretamente ligado a época do acasalamento, por
preceder a copula (Carpenter, 1984; Madsen and Shine, 1993), a esta¢do do outono pode ser
caracterizada como periodo de acasalamento para M. frontalis. No ducto deferente, ndo houve
variacao significativa na concentracdo dos espermatozoides ao longo das estacdes. A presenca

da estrutura da ampulla, neste caso, pode ndo estar relacionada a funcdo de estocagem, pelo
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fato de ndo haver quiescéncia do epitélio germinativo, apenas uma redugdo na producgéo
durante a primavera. A estrutura da ampulla apresenta graus de complexidade na arquitetura
do epitélio (Trauth and Sever, 2011a), sendo reflexo de outras fungdes descritas em serpentes,
como: atividade secretoria de carboidratos neutros, em Agkistrodon piscivorus (Siegel et al.,
2009b); endocitose e fagocitose (e.g., espermatozoides mortos), em Pantherophis obsoletus
(Akbarsha et al., 2005). Assim, trabalhos que analisem comparativamente a micro-anatomia
do ducto deferente (ampulla) em Micrurus, com microscopia eletronica de transmisséo e
varredura sdo necessarios para melhor compreensdo da funcionalidade dessa estrutura em M.,
frontalis e em outras espécies do género.

Micrurus altirostris possui o ciclo espermatogénico descontinuo, com o periodo de
regressao total do epitélio germinativo, ocorrendo do final do inverno ao inicio da primavera.
E retomada da atividade espermiogénica no verdo (com os estagios IV e V). Entre as estacOes
verdo e outono, temos o periodo de maxima hipertrofia do SSK, coincidindo com a época de
maior concentracdo de granulos no limen. Esses resultados, indicam maior concentracdo da
atividade reprodutiva em apenas duas estacdes (verdo-outono). Para M. altirostris ndo ha
registros de cépula na natureza documento, apenas o relato do comportamento de combate
entre machos nas estagdes verdo, outono e inverno (Almeida-Santos, Coeti, and Bassi, 2021).
Entretanto, Bassi (dados ndo publicados) constatam a presenca de espermatozoides no Utero
aglandular das fémeas de M. altirostris, indicando a ocorréncia de cépula recente, em
espécimes coletados nas quatro esta¢cBes do ano, sendo a maior porcentagem nas estaces
primavera e inverno. Assim, M. altirostris possui como estratégia um extenso periodo de
acasalamento, com a possibilidade da cépula ocorrer em qualquer época do ano. A existéncia
de um amplo periodo de acasalamento indica um alto investimento reprodutivo da espécie
(Seigel and Ford, 1987; Greene, 1997). E indiretamente sinaliza que pode haver diferentes

periodos de copulas entre populagdes, assim como identificado por Graham et al. (2008) em
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Agkistrodon piscivorus, e comentado por Aldridge et al. (2020). De forma geral, a espécie M.
altirostris possui na categoria individual como ciclo descontinuo, e para classificagdo
populacional o ciclo é sazonal semi-sincronizado. O ducto deferente ndo exibe variagGes de
concentracdo de espermatozoides, indicando ndo haver periodo de picos de atividade
espermatica. Entretanto, a estocagem de espermatozoides tende a acontecer no periodo da
regressdo total do epitélio germinativo, no qual h4 o armazenamento espermatozoides no
ducto deferente (Goldberg and Parker, 1975), em M. altirostris a pausa na producdo de
gametas ocorre entre o inverno e primavera, e 0s machos com essa capacidade conseguem
realizar a copula neste periodo também.

A espécie Micrurus surinamensis possui a classificacdo para o nivel individual, de
ciclo espermatogénico continuo, e constatamos que o periodo de espermiogénese é amplo, de
fevereiro até meados de outubro. Entre o final do inverno e a primavera, observamos alguns
tibulos seminiferos em transicdo para o inicio de regressao (estagio VI), indicando uma
diminuicdo da atividade espermatogénica nesse periodo. No ducto deferente ndo houve
variacdo da concentracdo de espermatozoides ao longo do ano. Nao ha registros de copula ou
combate entre machos na literatura. Entretanto, Bassi (dados ndo publicados) descreve a
ocorréncia de espermatozoides na regido do Utero aglandular em fémeas coletadas nas
estacGes primavera e inverno, indicando cdpula recente, assim consideramos essas estacdes
como época de acasalamento para a espécie. O periodo de espermiogénese coincide com a
época do acasalamento indicando uma condicéo pré-nupcial, para categoria populacional, M.
surinamensis possui o ciclo sazonal semi-sincronizado.

Micrurus ibiboboca possui o ciclo espermatogénico descontinuo, e para classificagdo
populacional como ciclo sazonal semi-sincronizado. O periodo de espermiogénese ocorre do
verdo ao inverno (dezembro-setembro). Dentro do ciclo verificamos que do final do inverno

até meados da primavera, ha uma diminuigdo da atividade testicular, sendo caracterizado pela



56

regresséo total do epitélio germinativo. O volume renal apresenta uma diminui¢do do volume
no inverno, coincidindo com a queda na atividade espermiogénica. E o ducto deferente ndo
exibiu variacdo ao longo do ano. A espécie ndo possui registro de copula na literatura. Em
andlises realizadas no oviduto das fémeas de M. ibiboboca, alguns espécimes possuiam
espermatozoides no limen do Utero aglandular, no verdo e no inverno, indicando copula
recente (Bassi, dados ndo publicados). O comportamento de combate foi registrado ocorrendo
no outono, inverno e primavera (Coeti, dados ndo publicados). Logo, podemos concluir que
M. ibiboboca possui um amplo periodo de acasalamento, no qual a cépula pode acontecer em
qualquer época do ano.

Dentro das estratégias analisadas, constatamos alguns padrfes no grupo Micrurus,
todas as espécies mostraram algum nivel de reducdo da atividade espermatogénica ocorrendo
na primavera. As espécies M. frontalis e M. surinamensis apresentam o ciclo reprodutivo
continuo, porém também exibem uma diminuicdo da espermatogénese na estacdo da
primavera. Enquanto as espécies M. corallinus, M. ibiboboca, M. altirostris e M. paraensis

apresentam a fase de regressdo total do epitélio germinativo na primavera.

As espécies M. paraensis (BRM) e M. surinamensis (BRT) estdo distribuidas no
bioma Amazbdnia, ambas expostas a caracteristicas climéaticas analogas. Porém, exibem
estratégias reprodutivas diferentes entre si, como: tipo de ciclo reprodutivo (duragdo e
intensidade de atividade da fase espermatogénica), atividade do SSK e capacidade de estocar
espermatozoides. M. surinamensis apresenta maior investimento reprodutivo por manter um
extenso periodo de espermiogénese. Como diferencial, o habito semiaquatico proporciona
condi¢des de maior obtencdo de energia com uma alimentacéo rica em peixes (Santos et al.,
2005). Assim, essa condicdo permite uma melhora no fitness reprodutivo e consequentemente
no potencial espermatogénico de M. surinamensis. Enquanto, M. paraensis apresenta como

estratégia um periodo de espermiogénese de menor duracdo, porém nesse periodo existe uma
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alta intensidade na producéao de espermatozoides, sendo evidenciado aumento consideravel na
concentracéo de espermatozoides no ducto deferente.

Evolutivamente parece haver uma conservacdo das estratégias reprodutivas dentro de
cada linhagem, no grupo BRM, M. corallinus e M. paraensis exibem o ciclo reprodutivo
semelhante a espécie M. fulvius (Jackson and Franz, 1981) e M. tener (Quinn, 1979), esses
dados revelam que essas espécies mesmo estando em regides climaticamente diferentes, 0s
eventos reprodutivos apresentam o mesmo padréo de duracdo e tendem acontecer na mesma
época do ano. Todas as espécies apresentaram a caracteristica da regressao testicular dentro
do ciclo, e o periodo da fase de espermiogénese (estagios 1V-V) de aproximadamente duas
estacdes, havendo entdo uma tendéncia a um ciclo espermatogénico de curta duragéo.

A espermatogénese de alta intensidade em M. corallinus e M. paraensis € corroborada,
pois mesmo apresentando as menores medias de comprimento rostro-cloacal (comparado com
as espécies BRT), ambas as espécies exibem os maiores valores de volume testicular relativo
e indice gonadossomatico entre as seis espécies estudadas. Isso reflete na estocagem de
armazenamento elevado, sendo perceptivel macroscopicamente no ducto deferente, em M.
corallinus (Almeida-Santos, Pizzatto, and Marques, 2006) e M. paraensis (presente trabalho)
associado a época do acasalamento.

Nas espécies do grupo BRT, M. frontalis, M. surinamensis e M. ibiboboca, a anélise
interespecifica mostra uma tendéncia ao padrdo de ciclo espermatogénico de longa duracéo,
assim, a energia alocada para producdo de espermatozoides € distribuida por novo meses,
apenas M. altirostris difere desse padrdo apresentando um ciclo reprodutivo curto. Outras
espécies do grupo de triades como M. lemniscatus, M. carvalhoi e M. hemprichii
(Almeida-Santos, Coeti, and Bassi, 2021)

A espécie M. altirostris possui uma area de distribuicdo mais restrita, sendo locais com

maior latitude, como: sul do Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina (Nogueira et al., 2019);
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diferido bastante das outras espécies de triades. A serpente Echinanthera cyanopleura possui
praticamente a mesma regido de distribuicdo, e exibe o padréo de ciclo espermatogénico de
curta duracdo com duas estagdes (Zanella and Cechin, 2010), semelhante a M. altirostris.
Diferente de outros biomas brasileiros, o Pampa exibe temperaturas abaixo de zero no inverno
(Mendonga and Danni-Oliveira, 2007). E baixas temperaturas podem afetar diretamente o
metabolismo e a atividade das serpentes (Lillywhite, 1987). Entretanto, a maioria das espécies
de Micrurus possuem o habito semi-fossorial, a capacidade se enterrar e encontrar um local de
fuga de temperaturas extremas, possa auxiliar na termorregulacdo. Estudos que trabalhem o
comportamento de animais fossoriais visando a termorregulacdo, sdo necessarios para melhor

entendimento do uso do substrato pelo grupo Micrurus.

4.1 - Maturidade sexual

Nas espécies analisadas, a média do Crc nos machos adultos de M. corallinus e M.
paraensis (pertencentes a linhagem BRM) sdo menores, quando comparada as espécies da
linhagem BRT. A presenca do comportamento de combate na linhagem BRT, possivelmente
tenha levado a selecdo de machos maiores no grupo (Marques, Pizzatto, and Almeida-Santos,
2013), portanto, proporcionalmente esperasse que a média de Crc para o espécime juvenil
alcancar a maturidade sexual, também seja maior. Essa proporcionalidade é observada em M.
frontalis e M. surinamensis. Entretanto, as espécies M. altirostris e M. ibiboboca nao
seguiram esse padrdo, apresentam espécimes que atingem a maturidade com menor
comprimento rostro-cloacal, sendo semelhantes as espécies do grupo BRM (clado que néo
apresenta combate). O investimento estratégico da especie, no qual sua prole (machos) atinja
a fase adulta com maior rapidez (menor Crc), seria vantajoso por aumentar 0 numero de
machos reprodutivos, consequentemente, de oportunidades que a fémea pode copular. Nos

elapideos, a obtencdo precoce da maturidade é observada em diversas espécies do grupo,
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algumas espécies como Hemiaspis signata e H. daemelli, com aproximadamente 300 mm de
Crc (em 12 meses, pds nascimento), entram na fase adulta (Shine, 1978). Dados de taxa de
crescimento em espécies de coral verdadeira relacionados a maturidade, sdo praticamente
inexistentes na literatura e de grande relevancia, para melhor compreensdo da estratégicas de
maturidade precoce ou tardia no grupo. Com o presente trabalho identificamos uma diferenca
substancial na maturidade sexual dentro do grupo BRT, indicando uma possivel estratégia

reprodutiva no clado.

4.2 - Conclusdo

No clado das espécies ménades, M. corallinus e M. paraensis apresentaram o padréo
de ciclo descontinuo, com o periodo de espermiogénese de duas esta¢cdes (outono e inverno),
sendo o mesmo periodo de maior atividade do SSK. Dentro desse periodo ha uma intensa
producdo de espermatozoides nas estagdes com menores indices pluviométricos e com
temperaturas mais amenas. Essa estratégia permite a estocagem de espermatozoides com
armazenamento elevado, possibilitando multiplas copulas aos machos, na época de
acasalamento. Nas espécies da linhagem BRT verificamos dois padr6es de ciclo reprodutivo,
o ciclo continuo, em M. frontalis e M. surinamensis, sem pausa na producdo dos
espermatozoides. E o ciclo descontinuo, evidenciado em M. ibiboboca e M. altirostris, no
qual ocorre uma pausa na producdo de espermatozoides. As espécies M. frontalis, M.
ibiboboca e M. surinamensis possuem amplo periodo de espermiogénese como estratégia.
Assim, a energia investida na producdo de espermatozoides é distribuida por
aproximadamente nove meses, com producdo constante na espermiogénese (sem picos). Essa
estratégia de longo periodo de espermiogénese coincide com a atividade de hipertrofia do
SSK (em M. frontalis e M. surinamensis), e consequentemente esse resultado reflete na

concentragdo constante de espermatozoides no ducto deferente, entre as estagcOes. A
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maturidade sexual é alcangcada com menor comprimento rostro-clocal nas espécies ménades,
porém M. altirostris e M. ibiboboca, também alcangam a maturidade com Crc menor de 500
mm. A linhagem BRM apresenta conservacgdo das estratégias reprodutivas, pela evidéncia de
espécie em diferentes biomas exibirem o mesmo tipo de estratégias e a mesma época de
ocorréncia dos eventos reprodutivos. Enquanto o grupo das espécies triades, exibe dois
padrGes de estratégias, constatado pela maior variabilidade do periodo de ocorréncia e
duragéo dos eventos reprodutivos. O presente trabalho apresenta novas informagdes sobre as
estratégias reprodutivas existentes nas espécies do género Micrurus. Futuros trabalhos sdo
necessarios para: aprofundar a compreensdo da relacdo entre as condi¢bes ambientais
(abiodticas: variagdes temperatura e umidade / bidticas: alimentacdo) e a reproducao, no grupo
BRT; investigar a atividade do ducto deferente e da estrutura da ampulla (microscopia
eletrbnica) na conservacdo dos espermatozoides durante a estocagem; e o papel dos granulos

de secre¢édo provenientes do SSK, na manutencdo dos espermatozoides.



61

REFERENCIAS

Ab’Saber, A.N. (2007): Os Dominios de Natureza no Brasil. Potencialidades Paisagisticas.
Atelié Editorial.

Akbarsha, M.A., Tamilarasan, V., Kadalmani, B., Daisy, P. (2005): Ultrastructural evidence
for secretion from the epithelium of ampulla ductus deferentis of the fan-throated lizard Sitana
ponticeriana cuvier. J. Morphol. 266: 94-111.

Aldridge, R.D., Jellen, B.C., Siegel, D.S., Wisniewski, S.S. (2011): The sexual segment of the
kidney. In: Reproductive Biology and Phylogeny of Snakes, p. 477-510. Aldridge, R.D.,
Sever, D.M., Eds. Science Publishers,.

Aldridge, R.D., Siegel, D.S., Goldberg, S.R., Pyron, R.A. (2020): Seasonal timing of
spermatogenesis and mating in Squamates: A reinterpretation. Copeia 108: 231.

Almeida-Santos, S.M., Braz, H.B., Santos, L.C., Sueiro, L.R., Barros, V.A., Rojas, C.A,,
Kasperoviczus, K.N. (2014): Biologia reprodutiva de serpentes : recomendagdes para a coleta
e anélise de dados. Herpetol. Bras. 3: 14-24.

Almeida-Santos, S.M., Coeti, R.Z., Bassi, E.A. (2017): Micrurus corallinus (coralsnake).
reproduction. Herpetol. Rev. 48: 862.

Almeida-Santos, S.M., Pizzatto, L., Marques, O.A.V. (2006): Intra-sex synchrony and inter-
sex coordination in the reproductive timing of the atlantic coral snake Micrurus corallinus
(Elapidae) in Brazil. Herpetol. J. 16: 371-376.

Almeida-Santos, S.M., Coeti, R.Z., Bassi, E.A. (2021): Reproductive strategies of new world
coralsnakes. In: Advances in Coralsake Biology, p. 335-352. Silva Jr., N.J. Da, Aird, S.D.,
Prudente, A.L.D.C., Eds. Goiania, Puc Goias,.

Barros, V.A., Rojas, C.A., Almeida-Santos, S.M. (2014): Is rainfall seasonality important for
reproductive strategies in viviparous Neotropical pit vipers? A case study with Bothrops
leucurus from the Brazilian Atlantic Forest. Herpetol. J. 24: 41-49.

Bassi, E.A. (2016): A influéncia de variacBes climaticas no ciclo reprodutivo de corais
verdadeiras Micrurus corallinus e Micrurus frontalis. Universidade Estadual Paulista ‘Jalio
de Mesquita filho” (UNESP/IBILCE).

Bassi, E.A., Coeti, R.Z., Almeida-Santos, S.M. De (2020): Reproductive cycle and sperm
storage of female coral snakes, Micrurus corallinus and Micrurus frontalis. Amphib. Reptil.
41: 13-27.

Bucaretchi, F., Capitani, E.M. De, Vieira, R.J., Rodrigues, C.K., Zannin, M., Silva, N.J. Da,
Casais-E-Silva, L.L., Hyslop, S. (2016): Coral snake bites (Micrurus spp.) in Brazil: A review
of literature reports. Clin. Toxicol. 54: 222-234.

Campbell, J.A., Lamar, W.W. (2004): The venomous reptiles of the western hemisphere.
Ithaca, United States, Cornell University Press.

Carpenter, C.C. (1984): Dominance in skanes. In: Vertebrate Ecology and Systematics, p.
195-202.

Costa, H.C., Bérnils, R.S. (2018): Répteis do Brasil e suas Unidades Federativas: lista de
especies. Rev. Herpetol. Brasleira 7: 11-57.



62

Coutinho, L.M. (2016): Biomas brasileiros. S&o Paulo, Oficina de textos.

Fox, H. (1977): Urinogenital System. In: Biology of the Reptilia Volume 6. Morphology, p.
81-96. Gans, C., Parsons, T.S., Eds. London and New York., Academic Press,.

Goldberg, S.R., Parker, W.S. (1975): Seasonal testicular histology of the Colubrid snakes,
Masticophis taeniatus and Pituophis melanoleucus. Herpetologica 31: 317-322.

Graham, S.P., Earley, R.L., Hoss, S.K., Schuett, G.W., Grober, M.S. (2008): The reproductive
biology of male cottonmouths (Agkistrodon piscivorus): Do plasma steroid hormones predict
the mating season? Gen. Comp. Endocrinol. 159: 226-235.

Greene, H.W. (1997): Snakes: the evolution of mystery in nature. London, England.

Jackson, D.R., Franz, R. (1981): Ecology of the eastern coral snake (Micrurus fulvius) in
northern peninsular Florida. Herpetologica 37: 213-228.

Jungueira, L.C.U. (1995): Histology revisited—Technical improvement promoted by the use
of hydrophilic resin embedding. Cién Cult 47: 92-95.

Lillywhite, H.B. (1987): Temperature, energetics and physiological ecology. In: Snakes:
Ecology and Evolutionary Biology, p. 422-477. Seigel, R.A., Collings, J.T., Novak, S.S., Eds.
New York, USA, MacMillan Publishing,.

Loebens, L., Cechin, S.Z., Theis, T.F.,, Moura, L.B., Almeida-Santos, S.M. (2016):
Reproductive biology of Philodryas patagoniensis (Snakes: Dipsadidae) in south Brazil: male
reproductive cycle. Acta Zool. 1-11.

Madsen, T., Shine, R. (1993): Temporal variability in sexual selection acting on reproductive
tatics and body size in male snakes. Am. Nat. 141: 167-171.

Marques, O.A.V. (1996): Reproduction, seasonal activity and growth of the coral snakes,
Micrurus corallinus (Elapidae), in the southeastern Atlantic forest in Brazil. Amphibia-
Reptilia 17: 277-285.

Marques, O.A.V., Pizzatto, L., Almeida-Santos, S.M. (2013): Reproductive strategies of new
world coral snakes, genus Micrurus. Herpetologica 69: 58—66.

Mathies, T. (2011): Reproductive cycles of tropical snakes. In: Reproductive Biology and
Phylogeny of Snakes, p. 511-550. Aldridge, R.D., Sever, D.M., Eds. Science Publishers,.

Mendonca, F., Danni-Oliveira, I. moresco (2007): Climatologia No¢6es Basicas e Climas do
Brasil. Oficina de textos.

Nogueira, C.C., Argblo, A.J.S., Arzamendia, V., Azevedo, J.A., Barbo, F.E., Bérnils, R.S.,
Bolochio, B.E., Borges-Martins, M., Brasil-Godinho, M., Braz, H., Buononato, M.A.,
Cisneros-Heredia, D.F., Colli, G.R., Costa, H.C., Franco, F.L., Giraudo, A., Gonzalez, R.C.,
Guedes, T., Hoogmoed, M.S., Marques, O.A.V., Montingelli, G.G., Passos, P., Prudente,
A.L.C., Rivas, G.A., Sanchez, P.M., Serrano, F.C., Silva, N.J., Strissmann, C., Vieira-
Alencar, J.P.S., Zaher, H., Sawaya, R.J., Martins, M. (2019): Atlas of Brazilian Snakes:
Verified Point-Locality Maps to Mitigate the Wallacean Shortfall in a Megadiverse Snake
Fauna. South Am. J. Herpetol. 14: 1-274.

Pizzatto, L., Cantor, M., Oliveira, J.L. de, Marques, O. a. V., Capovilla, V., Martins, M.
(2008): Reproductive Ecology of Dipsadine Snakes, With Emphasis on South American
Species. Herpetologica 64: 168-179.



63

Pleguezuelos, J.M., Feriche, M. (1999): Reproductive ecology of the Horseshoe whip snake
(Coluber hippocrepis) in the Iberian Peninsula. J. Herpetol. 33: 202-207.

Quinn, H.R. (1979): Reproduction and growth of the Texas coral snake (Micrurus fulvius
tenere). Copeia 1979: 453-463.

Rojas, C. a., Barros, V. a., Almeida-Santos, S.M. (2013): The reproductive cycle of the male
sleep snake Sibynomorphus mikanii (Schlegel, 1837) from southeastern brazil. J. Morphol.
274: 215-228.

Roze, J.A. (1996): Coral Snakes of the Americas - Biology, identification, and venoms.
Florida, Krieger Publishing Company.

Santos, X., Llorente, G.A., Feriche, M., Pleguezuelos, J.M., Casals, F., Sostoa, A. de (2005):
Food availability induces geographic variation in reproductive timing of an aquatic oviparous
snake (Natrix maura). Amphibia-Reptilia 26: 183-191.

Scherle, W. (1970): A simple method for volumetry of organs in quantitative stereology.
Mikroskopie 26: 57.

Seigel, R.A., Ford, N.B. (1987): Reproductive ecology. In: Snakes: Ecology and Evolutionary
Biology, p. 210-252. Seigel, R.A., Collins, J.T., Novak, S.S., Eds. New York, USA, Mac-
millan,.

Sever, D.M. (2004): Ultrastructure of the reproductive system of the black swamp snake
(Seminatrix pygaea). IV. Occurrence of an ampulla ductus deferentis. J. Morphol. 262: 714—
730.

Shine, R. (1977): Reproduction in Elapid snakes I. Testicular cycles and mating seasons.
Aust. J. Zool. 25: 647-653.

Shine, R. (1978): Growth Rates and Sexual Maturation in Six Species of Australian Elapid
Snakes. Herpetologica 34: 73-79.

Siegel, D.S., Sever, D.M., Rheubert, J.L., Gribbins, K.M. (2009): Reproductive biology of
Agkistrodon piscivorus Lacépede (Squamata, Serpentes, Viperidae, Crotalinae). Herpetol.
Monogr. 74-107.

Silva Jr., N.J. Da (2016): As cobras corais do Brasil biologia, taxonomia, venenos e
envenenamentos. Goiania, Puc Goias.

Silva Jr., N.J. Da, Buononato, M.A., Feitosa, D.T. (2016): As cobras-corais do novo mundo.
In: As cobras corais do Brasil biologia, taxonomia e envenenamento, p. 47—78. Silva Jr., N.J.
Da, Ed. Goias, Editora da Puc Goias,.

Silva Jr., N.J. Da, Sites Jr., JW. (1999): Revision of the Micrurus frontalis complex
(Serpentes: Elapidae). Herpetol. Monogr. 13: 142-194.

Slowinski, J.B. (1995): A Phylogenetic Analysis of the New World Coral Snakes (Elapidae:
Leptomicrurus, Micruroides, and Micrurus) Based on Allozymic and Morphological
Characters. J. Herpetol. 29: 325-338.

Trauth, S.E., Sever, D.M. (2011a): Male urogenital ducts and cloacal anatomy. In:
Reproductive Biology and Phylogeny of Snakes, p. 411-475. Aldridge, R.D., Sever, D.M.,
Eds. Queensland, Science Publishers,.

Trauth, S.E., Sever, D.M. (2011b): Male Urogenital Ducts and Cloacal Anatomy. In:



64

Reproductive Biology and Phylogeny of Snakes, p. 411-475. Aldridge, R.D., Sever, D.M.,
Eds. Enfield, NH 03748, USA, Science Publishers,.

Zaher, H., Grazziotin, F., Prudente, A.L.D.C., Silva Jr., N.J. Da (2016): Origem e evolucéo
dos Elapideos e das cobras-corais. In: As cobras corais do Brasil biologia, taxonomia e
envenenamento, p. 25-45. Editora da Puc Goias,.

Zanella, N., Cechin, S.Z. (2010): Reproductive biology of Echinanthera cyanopleura
(Serpentes: Dipsadidae) in southern Brazil. Zoologia 27: 30-34.



65

3. ARTIGO Il

Estratégias e ciclo reprodutivo das fémeas em espécies do género
Micrurus

Erick Augusto Bassi ’2*3*, Classius De Oliveira 2’3, Selma Maria de Almeida-Santos'”*

1 - Laboratorio de Ecologia e Evolucdo, Instituto Butantan, Avenida Vital Brasil, 1500, CEP
05503-900, Sao Paulo, Brasil.

2- Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas (IBILCE), Departamento de Biologia, Campus Sdo José do Rio Preto, 2265, Rua
Cristovao Colombo, 15054-000, SP, Brasil.

3- Programa de Pds-graduacdo em Biologia Animal, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE), Campus S&o José do
Rio Preto, SP, Brasil.

*Corresponding author: Erick Augusto Bassi; Postal address: Laboratorio de Ecologia e
Evolucéo, Instituto Butantan, Avenida Vital Brasil, 1500, CEP 05503-900, Sdo Paulo, Brasil.
E-mail address: erick.bassi@unesp.br; Phone number (+55) 11 3384-7727.



66

RESUMO

As cobras corais do género Micrurus apresentam duas linhagens filogenéticas que exibem
estratégias reprodutivas diferentes. A linhagem BRT apresentou dois padrdes de estratégia de
ciclo reprodutivo sazonal, o de curta duragdo abrangendo duas estagfes em M. altirostris e M.
ibiboboca. E o padrédo de ciclo extenso em M. surinamensis que exibiu diminuicdo dos
caracteres reprodutivos no oviduto apenas no inverno. O grupo BRM apresentou maior
conservacao do padrdo de ciclo reprodutivo, M. paraensis possui um ciclo sazonal de curta
duragdo. As fémeas de Micrurus exibiram em comum, a primavera como uma estagdo
reprodutiva e como periodo ovulatorio, ou seja, a época de eclosdo dos filhotes estd
direcionada para ocorrer no verdo (periodo mais quente do ano). A estratégia de estocagem de
espermatozoides esta presente nas espécies do género Micrurus, independente do ciclo estar
ou nao associado a época de cOpula. E pela primeira vez na familia Elapidae foi comprovada a
estocagem de espermatozoides em receptaculos especializados (SSr) em dois pontos no
oviduto, infundibulo posterior e Utero aglandular, caracterizando a estocagem de longa e de
curta duracdo. Além disso, identificamos a ocorréncia da estocagem de espermatozoides pela
estrutura do UMC em Micrurus. A estratégia de ampla época de acasalamento foi evidenciada
em M. altirostris, ocorrendo em qualquer estacdo do ano. Para M. surinamensis e M.
ibiboboca apresentaram um curto periodo de cépula, com duas estagdes de duracdo. Desta
forma, comparativamente o grupo BRT apresentou maior flexibilidade nas estratégias
reprodutivas de padréo de ciclo e época de acasalamento. Enquanto o grupo BRM, apresentou

maior conservacéo e similaridade do padrao de estratégias reprodutivas.

Palavras-chave: Receptaculos de estocagem, cobra-coral, vitelogénese.
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1- INTRODUCAO

Estratégia reprodutiva sdo modificacbes adaptativas que o individuo (ou populacéo)
adota devido a uma condicdo do meio, sendo selecionada a tatica que visa proporcionar uma
melhora no potencial reprodutivo frente a uma competicdo, de forma a balancear o custo
energético com o sucesso reprodutivo (Angelini and Ghiara, 1984). O ciclo reprodutivo é
composto pela ocorréncia de diversos eventos reprodutivos como espermatogénese,
vitelogénese/ovulacdo, estocagem de espermatozoide, estacdo de acasalamento, ritual de
combate entre machos, oviposi¢cdo e maturidade sexual (Almeida-Santos et al., 2014). O
periodo de ocorréncia dos eventos reprodutivos, conforme o tempo de duracdo, sendo longo
(ou estendida) ou de curto, pode ser considerada como uma estratégia reprodutiva (Shine,

2003; Mathies, 2011).

As espécies de cobra-coral verdadeira estdo distribuidas no novo mundo e dentro da
Familia Elapidae, existem trés géneros que compBem as cobras, Micrurus, Micruroides,
Leptomicrurus (Campbell and Lamar, 2004; Silva Jr., Buononato, and Feitosa, 2016).
Atualmente sdo reconhecidas 82 espécies distribuidas no novo mundo, destas o género
Micrurus abriga 77 espécies (Silva Jr., Buononato, and Feitosa, 2016) com 36 espécies
distribuidas pelo Brasil, sendo 7 destas endémicas (Costa and Bérnils, 2018). E diferente do
grupo Viperidae, os dados reprodutivos existentes para as cobras corais verdadeiras séo
escassas, e a maioria dos trabalhos existentes ndo apresentam dados mais refinados de
histologia (Bassi, Coeti, and Almeida-Santos, 2020).

As fémeas das cobras corais, assim como em outras serpentes, possuem 0 sistema
reprodutor composto por dois ovarios alongados voltados para o eixo mediano e um par de
ovidutos dispostos lateralmente aos ovarios (Bassi et al., 2018). Cada ovario ¢ sustentado na
parede dorsal do corpo pelo mesovarium e o oviduto pelo mesotubarium (Quinn, 1979). O

oviduto pode apresentar diferentes nomeacg6es e subdivisdes anatbmicas (Rojas, Barros, and
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Almeida-Santos, 2017), sendo a mais usual a proposta por Siegel et al. (2011), dividindo o

oviduto em: infundibulo anterior e posterior, Utero glandular e aglandular, e bolsa vaginal.

O oviduto possui diversas fungdes, antes e durante toda a condugdo do ovo em seu
interior, como a sintese e provisdo de albimen, muco (lubrificacdo), formacdo das
membranas da casca, fornecimento de calcio para a calcificagdo do ovo e em algumas
espécies a estocagem de espermatozoides (Blackburn, 1998; Girling, 2002). Dentro destas
funcgdes, ha uma regionalizacdo de cada etapa do processo, até a consumacao da oviposicao
(Fox, 1977; Blackburn, 1998), devido a todas essas fungdes e modificaches é possivel
delimitar os periodos do ciclo reprodutivo (Siegel and Sever, 2008; Bassi, Coeti, and
Almeida-Santos, 2020). A habilidade da fémea em armazenar espermatozoides em tubulos,
criptas ou receptaculos de estocagem (SSr) presentes oviduto, foi descrita em diversas
espécies de vertebrados (Eckstut et al., 2009; Holt and Fazeli, 2016). Nas serpentes, ha a
comprovacao desta estratégia nas familias Viperidae (Almeida-Santos and Saloméo, 1997,
2002), Dipsadidae (Rojas et al., 2015) e Natricidae (Siegel et al., 2011). A estocagem dos
espermatozoides no oviduto permite uma dissociacdo do periodo de copula com o periodo de
ovulagdo (Barros, Rojas, and Almeida- Santos, 2014), existindo assim, diversas hipdteses do
funcionamento, das vantagens existentes na estocagem e de como esse mecanismo evoluiu

nas serpentes (Duvall et al., 1992; Eckstut et al., 2009).

Marques et al. (2013) delinearam as estratégias reprodutivas presentes em duas
linhagens das cobras corais, sendo constatado que havia diferencas nos padrées reprodutivos
dentro do grupo. O grupo BRT apresenta dimorfismo sexual, dos machos serem maiores que a
fémea, presenca do comportamento de combate entre os machos, fémeas com ciclo
reprodutivo amplo, sendo necessario a estocagem de espermatozoides. Enquanto o0 grupo
BRM teria dimorfismo sexual, de fémeas maiores que os machos, auséncia do comportamento

de combate e vitelogénese em sincronia com a época do acasalamento, ndo ocorrendo
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estocagem nas fémeas.

No presente trabalho analisaremos o ciclo reprodutivo existentes nas espécies dos
grupos BRM e BRT, apresentando uma abordagem de analise macroscépica e histoldgica.
Para delimitar o periodo reprodutivo das fémeas, classificacdo o tipo de ciclo reprodutivo
existente em cada espécie e aprofundar a compreensdo das estratégias reprodutivas adotadas.
Além disso, verificamos a ocorréncia da estratégia de estocagem de espermatozoides, no

oviduto da fémea.

2- MATERIAL E METODOS

2.1 Espécies e espécimes analisados

As espécies utilizadas foram escolhidas pela proximidade filogenética (Slowinski,
1995; Zaher et al., 2016), pela caracteristica de distribuicdo, cada espécie pertencente a um
bioma, e pelo namero amostral disponivel nas cole¢Bes bioldgicas para empréstimo (Tabela
1).

Tabela 1. Distribuicdo e agrupamento das espécies de cobra coral analisadas, conforme os dados de
data e local de coleta. BRM: linhagem com o padrédo de anéis arranjados em ménades; BRT: padrao
de anéis em triades.

Espécie Linhagem  Bioma  Primavera Verdo Outono Inverno  Total
Micrurus altirostris BRT Pampa 12 6 6 6 36
Micrurus ibiboboca BRT Caatinga 6 4 4 5 19

Micrurus surinamensis BRT Amazonia 3 3 2 3 11
Micrurus paraensis BRM Amazdnia 5 6 7 5 23

Os espécimes analisados sdo provenientes das seguintes colecfes bioldgicas: Instituto
Butantan (IB), Universidade Estadual de Campinas (ZUEC), Museu de Historia Natural
Capdo da Imbuia (MHNCI), Museu Nacional do Rio de Janeiro (MNRJ), Pontificia
Universidade Catolica de Minas Gerais (MCNR/PUC-MG), Pontificia Universidade Catdlica

do Rio Grande do Sul (PUC-RS), Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA),
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Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), Fundacdo Zooboténica (MCN/FZB), Instituto
Nacional da Mata Atlantica (INMA), Universidade Federal de Pernambuco (CHUFPE),
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Universidade Federal do Mato Grosso do Sul
(UFMS), Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), Universidade Federal da Paraiba

(UFPB) e Universidade Federal do Acre (UFAC).

2.2 -Ciclo reprodutivo
As fémeas de cada espécie foram separadas e agrupadas conforme as estaces do ano,
para o hemisfério sul (austral). Os espécimes foram analisados utilizando-se dados de data e
local de coleta, disponibilizado pelas colec¢des bioldgicas. A nomenclatura anatémica utilizada
para denominacdo das porcdes do oviduto, foi feita com base na proposta de Siegel et al.
(2011). Desta forma, seguimos a nomeacéo: infundibulo anterior, infundibulo posterior, Gtero

glandular, atero aglandular e bolsa vaginal.

O ciclo reprodutivo foi caracterizado pelas varidveis operacionais: biometria dos
foliculos vitelogénicos, analise qualitativa do oviduto e pela morfometria das glandulas
exocrinas. Pela biometria, foram feitas medi¢cbes do comprimento do maior foliculo
vitelogénico presente no ovario ou de ovos alocados no oviduto, utilizando um paquimetro
digital com medigédo realizada em milimetros (Almeida-Santos et al., 2014). Os dados
histologicos foram usados para analise qualitativa (Bassi, Coeti, and Almeida-Santos, 2020),
avaliando a variacdo dos caracteres reprodutivos presentes no oviduto, caracterizando as
modificagdes ao longo do ciclo, em fase reprodutiva e ndo reprodutiva (Tabela 2). Os
caracteres reprodutivos examinados no oviduto foram: area glandular das glandulas exocrinas,
no qual indicam os periodos de maxima hipertrofia ou hipotrofia. E na morfometria,

realizamos comparacdes entre espécimes das quatro estacdes, analisando a variacao do estado
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glandular em hipotrofia e hipertrofia, usando a medida de &rea glandular (Utero

glandular)(Loebens et al., 2017).

Tabela 2. Caracteres reprodutivos analisados no oviduto, para caracterizacdo da fase reprodutiva. (A)
infundibulo posterior; (B) utero glandular; (C) Utero aglandular.

Epitélio luminal
(conformacdo) A B:C

Glandulas exdcrinas (estado) B Secregdo no limen A 8. C Fase

Ausente ou em poucos

Cubico sem cilios Glandulas hipotrofiadas pontos N&o reprodutivo
Colunar com cilios em Glandulas hipotrofiadas e . .
i n . . Em diversos pontos Reprodutivo
algumas regides hipertrofiadas
Colunar com cilios Glandulas hipertrofiadas Em quase toda extensédo Reprodutivo

2.3 -Area de distribuicdo das espécies

Dos exemplares analisados no presenta trabalho, temos a distribuicdo dos espécimes

no mapa (Fig. 1).
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Figura 1. Mapa de biomas do Brasil com os limites da federacdo, apresentando a distribuicao
das espécies de Micrurus, referentes as linhagens BRM e BRT analisadas no presente estudo.
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A espécie M. altirostris estd presente nos biomas da Mata Atlantica e em maior
concentracdo no Pampa (Nogueira et al., 2019). As condic¢Bes climéaticas dos biomas Mata
Atlantica e Pampa sdo semelhantes, porém pela localizacdo em maior latitude da regido do
Pampa, a temperatura média da estagdo do inverno de aproximadamente 10-12 °C, e nos dias
mais frios a temperatura relativa pode chegar abaixo de zero (Mendonga and Danni-Oliveira,
2007). As espéecies M. surinamensis e M. paraensis entdo distribuidas no bioma Amaz6nia
(Silva Jr., 2016), regido que exibe um intenso regime pluviométrico com a média anual 2.145
mm de chuvas e um curto periodo de seca no inverno, entretanto hd uma homogeneidade
térmica ao longo do ano, com temperatura média 28,2°C (Mendonga and Danni-Oliveira,

2007).

A espécie M. ibiboboca possui a principal distribuicdo dentro do bioma da Caatinga e
regido de restinga litoranea (Nogueira et al., 2019). A Caatinga apresenta o tipo climatico
equatorial, no qual exibe alta sazonalidade no regime de chuvas, sendo com cinco meses de
estiagem e sete meses com maior pluviosidade (Ab’Saber, 2007). Dependendo da localidade
pode haver considerdvel diferenca no regime de chuvas de 2.300 mm (e.g., S. Luis do

Maranhdo) até 620 mm anuais (e.g., Campos Sales).

2.4- Biometria
Para cada espécime coletamos o comprimento rostro-cloacal (Crc) em milimetros,
utilizando uma fita métrica. Apos a disseccdo, registramos o comprimento do maior foliculo
vitelogénico presente no ovario ou ovo no oviduto, independente do lado (direito ou
esquerdo). As medicOes foram feitas com o uso de paquimetro digital. Posteriormente, para
classificacdo de foliculos em estado de vitelogénese primaria (V1) ou secundaria (V2),
plotamos os dados num gréafico de dispersdo para analise, conforme proposto por Almeida-

Santos et al. (2014).
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2.5 -Histologia

Para andlise histologica, foram coletadas amostras teciduais, de cada espécime,
infundibulo posterior, Utero glandular, Gtero aglandular e bolsa vaginal. Ap6s o processo de
desidratacéo alcoolica crescente, o material tecidual foi incluido em parafina, posteriormente
emblocado, e assim, passando pelo processo usual de histologia (Junqueira, 1995). Os cortes
histoldgicos tiveram a espessura de 5-7 um, preferencialmente na posicao longitudinal para
melhor avaliagdo da area tecidual. A coloracdo bésica utilizada na analise histolégica foi
hematoxilina e eosina (H/E). Para anélise das laminas histoldgicas, usamos o microscopio
Leica DM4 B com camera DMC 4500 acoplada.

A estrutura de receptaculo de estocagem, localizada no infundibulo posterior e Gtero
aglandular, possui a denominagdo da glandula tubular ciliada (TCG). Na andlise qualitativa,
diferenciamos & nomeacdo da estrutura quanto ao armazenamento de espermatozoides. As
estruturas que possuiam espermatozoides armazenados, designamos como receptaculo de
estocagem de espermatozoides (SSr) e quando ndo exibiam espermatozoides no lumen

nomeamos como TCG.

2.6 -Histoquimica
Para a técnica de histoquimica utilizamos os reagentes acido periddico-Schiff (PAS),
para identificacdo de carboidratos neutros, azul de Alcian (AB) pH 2,5 para identificacdo de
glicosaminoglicanos carboxilados ou polissacarideos acidos; e o azul brilhante de Coomassie
(CB) para identificacdo de proteinas. O protocolo de histoquimica utilizado o laboratério
multiusuario da Universidade federal de Santa Catarina (UFSC), sendo adaptado com a
inclusdo da contra-coloragdo com hematoxilina (Bassi, Coeti, and Almeida-Santos, 2020),

permitindo melhor delimitacdo das estruturas celulares presentes no epitélio e lamina propria.
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2.7 - Maturidade sexual
A maturidade sexual nas fémeas foi caracterizada pela presenca de foliculos ovarianos
em vitelogénese secundéaria, evidéncia de corpo luteo no ovario ou presenca de
espermatozoides no limen uterino (ou vaginal) (Shine, 1977a; Barros, Rojas, and Almeida-
Santos, 2014b; de Souza and Almeida-Santos, 2020). Desta forma, utilizamos a medida do
comprimento rostro-cloacal da menor fémea, que apresentou qualquer um dos caracteres

listados acima, como parametro para determinacdo da maturidade reprodutiva.

2.8 -Morfometria glandular

A regido do atero glandular de cada espécime foi analisada em relacdo ao estado de
atividade das glandulas exdcrinas, comparando as fémeas entre as quatro estacGes do ano.
Para a morfometria realizamos medicdes da area glandular de 50 glandulas de cada exemplar.
O padrédo seguido foi o registro de 5 fotos randémicas do Utero glandular, de cada foto, foram
coletadas 10 medidas de area glandular (um?). Todas as medicbes foram realizadas no
software Image Pro Plus 6.0. Para a analise morfométrica da area glandular entre as estacdes,
0 método estatistico utilizado foi a analise de variancia (ANOVA), havendo diferenca
significativa foi complementado pelo teste post-hoc Tukey, tendo como diferencas

significativa P < 0,005. Todos os dados foram testados quanto a normalidade de distribuicéo.

2.9 - Estratégias reprodutivas analisadas
As estratégias reprodutivas nas fémeas foram examinadas com base na composicéo de
alguns eventos reprodutivos, como: vitelogénese, caracteres de atividade reprodutivos no
oviduto, atividade das glandulas exdcrinas (Utero glandular), época de acasalamento e periodo
de estocagem de espermatozoides. Para cada estratégia reprodutiva, utilizamos o agrupamento

de algumas variaveis operacionais (e.g., biometria, morfometria e analise qualitativa), para
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permitir a avaliacdo do tipo de estratégia adotada em cada espécie (Tabela 3).

Tabela 3. Composigdo das estratégias reprodutivas e delineamento das medidas coletadas para
analise. (CM) comprimento do maior foliculo; (SSr) receptaculo de estocagem de
espermatozoides; (UMT) tor¢cdo muscular uterina.

Estratégias reprodutivas Variacgoes Medidas coletadas
Biometria
. C.M. foliculo vitelogénico/ovo
Ciclo curto
(duracéo até 7 meses) Morfometria

Area glandular
Periodicidade do ciclo reprodutivo
Andlise qualitativa
Infundibulo posterior
(acima 7 meses) Utero glandular
Utero Aglandular
Vagina

Ciclo extenso

Curta duracéo - SSr

(Infundibulo posterior) Andlise qualitativa
Infundibulo posterior
Estocagem de espermatozoides N Utero Aglandular
g P Longa duracéo — SSr g.
Vagina
(Utero aglandular)
Presenca UMT*
Curta
. (duas estacdes) Analise qualitativa
E | . .
poca de acasalamento Extensa Utero aglandular e Vagina

(3 ou mais estacdes)

3 - RESULTADOS

3.1 - Ciclo reprodutivo

A espécie M. altirostris apresentou foliculos V2 ocorrendo de setembro a dezembro,
sendo 57,1% na primavera e 42,9% ocorrendo no inverno. Os ovos no oviduto foram
evidenciados na estacdo da primavera (outubro-dezembro; Fig. 2). Pela analise qualitativa
realizada no oviduto, observamos que na primavera, o epitélio do infundibulo posterior
apresentava-se colunar ciliado por quase toda a extensdo (Fig. 3A). Na regido inicial do

infundibulo posterior (porcdo de transi¢do regido anterior-posterior), o epitélio apresentava
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células piramidais e com nucleo basal, caracteristico de células secretoras de muco,
principalmente nas pontuac¢fes proximas as glandulas tubulares ciliadas (TCG). Nessa regido
de transigdo, evidenciamos espermatozoides armazenados nos receptaculos de estocagem
(SSr). E ao longo de todo o infundibulo posterior, o limen exibia diversos pontos com
secrecao (Fig. 3B). No utero glandular, o epitélio exibia conformacdo colunar ciliada, porém
muitos espécimes também apresentavam regides do epitélio pseudoestratificadas (Fig. 3C).
No tecido conjuntivo as glandulas estavam hipertrofiadas e em grande concentragdo e no
lumen diversos pontos de secre¢do foram observados (Fig. 3D). No utero aglandular o epitélio
era colunar ciliado por quase toda a sua extensdo, na I[amina propria diversas fémeas exibiam
TCGs e SSr com granulos armazenados (Fig. 3E, F), sendo a primavera a estacdo com maior

concentracéo destas estruturas.

No verdo evidenciamos um retrocesso de alguns caracteres reprodutivos, no
infundibulo posterior o epitélio mantinha a conformacédo colunar ciliada, e alta concentragéo
de TCG no tecido conjuntivo. Porém, ndo observamos células secretoras no epitélio, e
verificamos baixa quantidade de secrecdo no limen infundibular (Fig. 4A). No Utero
glandular constatamos as glandulas exdcrinas em estado de hipotrofia, o epitélio exibia o
estado cubico sem cilios (Fig. 4B). No Utero aglandular poucos TCGs foram observados no
tecido conjuntivo, o epitélio exibia a conformacao colunar ciliada e havia pouca secre¢do n
lumen (Fig. 4C). No outono verificamos que a maioria das fémeas apresentavam no
infundibulo posterior, o epitélio cubico ciliado e pouca secre¢cdo no limen. No Utero
aglandular observamos algumas fémeas mantendo as glandulas em estado de hipotrofia, e
outras ja exibiam a condicédo de hipertrofia. O epitélio cubico sem cilios e poucos pontos com
secrecdo no limen. O atero aglandular exibia a variacdo entre os especimes de cubico ciliado
e colunar ciliado, e diversos pontos com secrecdo foram evidenciados no Iimen. No inverno

as fémeas apresentavam o infundibulo posterior com o epitélio colunar ciliado, células
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secretoras compondo o epitélio, diversos pontos com secre¢do no lumen (Fig. 4D) e algumas
fémeas exibiram SSr e TCG na lamina prépria. O Utero glandular apresentava o estado de
hipertrofia das glandulas exdcrinas, epitélio colunar ciliado e secre¢do luminal por quase
extensdo do Utero (Fig. 4E). E o Gtero aglandular exibia o epitélio colunar ciliado e um
aumento significativo de secrecdo no espaco luminal em toda sua extensdo (Fig. 4F). Pela
morfometria da area glandular em Micrurus altirostris, verificamos uma diferenga
significativa entre as estacfes (Anova, F = 7,05; P = 0,003*; Fig. 2), os espécimes coletados
no inverno apresentaram maior média da area glandular, quando comparado ao verdo (post-

hoc Tukey, P = 0,013*) e ao outono (post-hoc Tukey, P = 0,005%).

A espécie Micrurus ibiboboca apresentou espécimes com foliculos em V2 ocorrendo
de setembro a dezembro, sendo aproximadamente 33,3% no inverno e 66,7% na primavera
(Fig. 2). N&o constatamos espécimes com ovos no oviduto. Na primavera evidenciamos o
infundibulo posterior exibindo o epitélio colunar ciliado, e préximo as regides que possuiam
TCGs observamos células epiteliais apresentando cilios com maior comprimento (Fig. 5A). O
limen infundibular exibia baixa quantidade de secrecdo. No utero glandular o epitélio era
colunar sem cilios, as glandulas exdcrinas estavam em estado de hipertrofia, em todos o0s
espécimes desta estacdo (Fig. 5B). O utero aglandular apresentava o epitélio
pseudoestratificado com cilios (Fig. 5C), na lamina prdépria de alguns individuos, constatamos
a presenca de TCGs exibindo gréanulos fragmentados no lumen (Fig. 5D), ao longo de todo

utero (glandular e aglandular) diversos pontos de secre¢do no limen.

No verdo, o infundibulo posterior exibia o epitélio cubico sem cilios em quase toda sua
extensdo, apenas em algumas porgdes o epitélio exibia cilios (Fig. 5D), o lamen infundibular
apresentava poucas regibes com secrecdo. No Utero glandular observamos a maioria das
fémeas com glandulas exdcrinas em hipotrofia (Fig. 5E) e outras, exibindo tanto glandulas

hipertrofia quanto em hipotrofia, o epitélio estava com a conformagdo ctubico sem cilios e
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havia poucos pontos de secre¢do no lumen. No Gtero aglandular o epitélio era cubico ciliado e
no tecido conjuntivo as fémeas apresentavam SSr e TCGs com granulos (Fig. 5F).

No outono as fémeas exibiam no infundibulo posterior a conformacdo do epitélio
cubico com cilios, observamos uma baixa presenca de TCGs (sem granulos no limen) no
tecido conjuntivo (Fig. 6A). No atero glandular verificamos o epitélio cubico sem cilios, as
glandulas exdcrinas na maioria das fémeas em estado de hipotrofia, apenas alguns espécimes
apresentavam dois estados glandulares, de hipertrofia e outras glandulas em hipotrofia (Fig.
6B). O utero aglandular possuia o epitélio colunar ciliado, a ldmina propria quase ausente de
TCG e o limen sem secrecéo (Fig. 6C).

No inverno evidenciamos as fémeas exibindo o epitélio com a conformacdo colunar
ciliada e poucos pontos com secre¢cdo no limen (Fig. 6D). No Gtero glandular havia grande
concentracdo de glandulas em estado de hipertrofia, diversos pontos com secrecdo na regido
luminal e epitélio colunar sem cilios (Fig. 6E). No Utero aglandular constatamos o epitélio
colunar ciliado, alta concentracdo de TCGs armazenando granulos fragmentados, a presenca
receptaculos de estocagem com espermatozoides e o limen exibindo diversos pontos com
secrecdo (Fig. 6F). Pela morfometria da area glandular, constatamos uma variacdo
significativa entre as estacdes (Anova, F = 6,93; P = 0,006*; Fig. 2), ocorrendo uma
diminuicdo significativa da area no verdo, ao ser comparado com a primavera (post-hoc
Tukey, P = 0,049*%) e com o inverno (post-hoc Tukey, P =0,016%*). Assim, a espécie M.
ibiboboca apresentou o periodo de maior atividade ovidutal nas esta¢cGes primavera e inverno,
indicando época reprodutiva nesse periodo.

A espécie Micrurus surinamensis apresentou espécimes exibindo foliculos em V2 de
abril a outubro (outono, final do inverno e primavera), sendo aproximadamente 33,3% para
cada uma das trés estacbes. A presenca de ovos no oviduto foi constatada nos meses de

outubro a dezembro (primavera; Fig. 7). Na primavera as fémeas exibiam um epitélio colunar
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ciliado por quase toda extensdo do oviduto (Fig. 8A), especificamente no infundibulo
posterior, observamos células secretoras, com o formato prismatico, citoplasma pouco corado
por hematoxilina e ndcleo na posicdo basal. No Utero glandular havia grande concentracéo de
glandulas em estado de hipertrofia no tecido conjuntivo (Fig. 8B). No Utero aglandular
constatamos algumas fémeas com SSr e a maioria das fémeas exibindo TCGs com granulos

interiorizados (Fig. 8C). Além disso, o Ilimen apresentava diversos pontos com secrecao.

No verdo constatamos a maioria das fémeas exibindo os caracteres reprodutivos
similares a estacdo primavera, no infundibulo posterior o epitélio apresentava-se colunar
ciliado, verificamos diversos TCGs sem granulos na lamina prépria e pouca secre¢do luminal
no infundibulo (Fig. 8D). No utero glandular evidenciamos alta concentragdo de glandulas
exocrinas na lamina prépria, em estado de hipertrofia; diversos pontos de secre¢do no limen e
0 epitélio estava com a conformacdo colunar ciliada (Fig. 8E). No Utero aglandular o epitélio
possuia a arquitetura estratificada ciliada, e o limen exibia diversos pontos de secrecdo ao

longo de toda sua extenséo (Fig. 8F).

No outono os espécimes apresentavam no infundibulo, a conformacéo colunar ciliada
do epiteélio, a presenca de células secretoras ativas, e diversos pontos com secrecdo no lumen
(Fig. 9A). No utero glandular o epitélio ainda apresentava a condi¢do colunar ciliado, no
tecido conjuntivo as glandulas exdcrinas estavam em estado de hipertrofia, porém verificamos
uma reducdo de secre¢do no Iumen uterino (Fig. 9B). No Utero aglandular havia pouca

secrecdo no limen, e baixa quantidade de TCG (Fig. 9C).

Na estacdo do inverno o epitélio exibia a conformacéo cubico ciliada, ao longo de todo
infundibulo posterior e Utero glandular; na area luminal dessas duas por¢des do oviduto,
verificamos poucos pontos de secrecdo (Fig. 9D, E). No Gtero glandular maioria das fémeas
apresentaram as glandulas exdcrinas em estado de hipotrofia (Fig. 9E), algumas fémeas

exibiam glandulas em hipertrofia e outras em hipotrofia. No Gtero aglandular verificamos a
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maior quantidade de espécimes exibindo a ldmina propria com alta quantidade de TCGs com
gréanulos densos e compactos em seu interior (Fig. 9F). A camada epitelial apresentava a
conformacdo colunar ciliada, e em algumas porc¢des o epitélio estava estratificado. Na analise
comparativa da area glandular ndo houve diferenca significativa entre as medias das estacoes

(Anova, F =1,63; P =0,229; Fig. 7).

A espécie Micrurus paraensis apresentou fémeas com foliculos em vitelogénese
secundaria, ocorrendo de setembro a novembro (primavera), ndo identificamos espécimes
com ovos no oviduto (Fig. 7). Pela analise histoldgica, verificamos que na primavera o
epitélio apresentava-se em atividade secretiva, exibia a conformacdo colunar ciliada, alta
concentracdo de TCGs na lamina propria e poucos pontos de secrecdo no limen infundibular
(Fig. 9A). O utero glandular exibia a conformagao colunar ciliada com a presenca de células
secretoras compondo o epitélio, no tecido conjuntivo verificamos a presenca de glandulas em
estado de hipertrofia (Fig. 9B). O Gtero posterior apresentava o epitélio colunar ciliado e

diversos TCGs com granulos fragmentados no limen (Fig. 9C).

No verdo verificamos fémeas exibindo o epitélio cibico sem cilios na maior parte da
porcdo infundibular, apresentado células ciliadas apenas nos locais préximos aos TCGs. E
observamos pouca secrecao no limen do infundibulo. No Gtero glandular a condicao epitelial
era cubica sem cilios e as glandulas estavam hipotrofiadas. O Gtero aglandular apresentava
alguns pontos de secrecdo no limen, alta concentracdo de TCGs na lamina prdpria e o epitélio

colunar ciliado.

No outono o epitélio ovidutal estava com conformacdo cubica ciliada e verificamos
pouca secrecdo no limen. No utero glandular verificamos uma baixa concentragdo de
glandula e algumas estavam em estado de hipotrofia e outras em hipertrofia. No Utero
aglandular exibia o epitélio cubico ciliado, diversos pontos com secre¢do luminal. No inverno

0s espécimes apresentavam o infundibulo posterior com o epitélio colunar ciliado, grande
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concentracdo de TCGs (Fig. 9D), células secretoras em algumas porgdes do epitélio e alguns
pontos com secrecdo no ldmen infundibular. No utero glandular, verificamos maior
concentracdo de glandulas exocrinas, em relacdo a estacdo do outono, porém essas ainda
apresentavam o0s estados de hipotrofia e outras em hipertrofia; e o epitélio exibia a
conformacgdo cubico ciliado (Fig. 9E). Na porcdo do utero aglandular, constatamos o epitélio
colunar ciliado e pouca secrecdo no lumen (Fig. 9F). Para a analise da &rea glandular entre as

estacOes em M. paraensis ndo obtivemos diferenca significativa (Fig. 7).



82

"eUI0eA 8 0431N SBQI10aJ Sep UswWIN| OU Sap10zolewladss ap eduasaid ejad opelduspIAg () "1o181sod ojngipunjul
OU S8p10Z01ewIadsa ap Wabea01ss ap BIIUYII020 ap opollad (13) ‘sepelj1o sasejngny sejnpuelb sp oedeliusduod (91 ou09) {(G0‘0 > d) eAnedlubis edualsyip
W09 0pe}NSaJ No BIoUgPIdUL Jorew ap opolad :opelddeay ojnbuelsu (500 < d) S803eISa Se aJjus eAleIIIUBIS Buala)ip nojuasalde ogu OpelNSal :9pJan exie)
'S909e]1SO SE 8J1Ud OAISN|OUOD SOPEP SOWSAIIGO OBU :BZUID BXIR) ‘e1oug1l090 ap opoliad opuedipul ope}nsal :jnze exie} ‘Jejnpue|be oisin op oglbal eu ‘sojnueld
opueuazewJe sepelj1d sasejngnl sejnpuelb ap oedesjusduod Jorew ap opoliad eyead znaD ‘ellopeplan |eJ0d 8p S8199dse Ssep SoAINPoIdal SOJ219 SOp owNsay

+H++++ 4+

laln]ofsfvlrfrfnw]v w[a]r]

T T T
BJIIABUWILIJ ouoing [AETN

T
OUIdAU]

of s virrfnw]v|w]s]r]

T T
ouong [AETY

[a]w]

T
BI9ARWILI OULIDAU]

l S ——

«01UdULE[ESEIE P EDOdY

00, 2uod/eannpoadal ase,]
Jenpue|3 eale BWIXe
BLIEPUNDAS 35aUB0[91IA

oBde[nAOC 3p OPOLIDg

sisuap.abd snan.aoip

+0JUSLIER[ESEIE 3P BI0dg

071, ouod/eannpoidal ase]

Ienpue|S eale BWIXER
BLIEPUNIAS 35augBo[aiip

0BIB[NAO 3P OPOLID]

p20qoqiql SNANLIW

[afw]ofsvlc]rfnw]v]w]a]r]

T
ouong cm.ﬁS

T
OUIAU]

BIABWILI

(on]o]s]|v]

b . I )L )

BIaARWLI4 OUIdAU]

LOIUdWE[SEIE 9P EJOd]

saprozojeurtadsa ap wades0ysy

0L ouod/eannpoldal asey
IenpuelS eale BWIXERH
BLIEPUNDAS 259ug0[a)IA

ogde[nao ap opoliad

sisuawpulins M=LBLU~E

L0ludWE[esEdE ap e0ds

saprozojeurtadsa ap wafes0ysy

0D L 2uod/eannpoidal ase]
Je[npue(s ealg BWIXEH
eLIepunoas asaugfoaiip

0BIB[NAO 3P OPOLID]

SLIISO.U17[D SNANUIIN




83

3.2 - Estocagem de espermatozoides e espermatozoides no limen

O oviduto apresentava nas porg¢des infundibulo posterior e Gtero aglandular, os
receptaculos de estocagem (TCG, quando ausente de espermatozoide; SSr com
espermatozoides no lumen), para ambas as regifes constatamos semelhangas na morfologia,
poréem com diferencas na atividade secretora.

No infundibulo posterior as estruturas de receptaculos de estocagem, exibiam a
conformagdo de glandulas alveolares ramificadas, que se comunicam com o limen por ductos
ciliados, sendo observado na lamina histoldgica a formacgdo de diversos compartimento em
posicdo mais interiorizada na lamina propria. O epitélio luminal, préximo aos receptéaculos,
apresenta-se ciliado e em alguns casos com maior altura dos cilios. Assim, na lamina
histoldgica encontramos uma sequéncia de receptéaculos lado-a-lado (Fig. 11A, B). O epitélio
das estruturas de receptaculo, na por¢do do ducto da glandula, geralmente é composto de
células ciliadas. E em compartimentos mais interiorizados, porcdo secretora da glandula, as
células exibiam maior altura e area de citoplasma (Fig. 11C). Porém, mesmo havendo grande
quantidade de secrecdo no lumen infundibular (e.g., fase reprodutiva), a presenca TCGs e SSr
contendo granulos armazenados foi praticamente ausente.

Nas estruturas localizadas na porcdo do Gtero aglandular, a conformacdo apresentada
pelos receptaculos foi de glandula tubular ciliada simples, exibindo menor altura do epitélio,
geralmente compondo o epitélio com celulas ciliadas intercaladas com células ndo ciliadas
(secretoras). Em comum, as estruturas TCG e SSr localizadas no atero aglandular
identificamos a presenca de granulos de secrecdo no limen, geralmente com um formato
denso e compacto (ocupando quase area luminal) ou com pequenos fragmentos. Entretanto, a
presenca desses granulos variou entre as estacdes, sendo evidenciado prioritariamente nas

estruturas de estocagem do utero aglandular (Fig. 11D-F).
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A estocagem de espermatozoides ocorreu em todas as espécies de Micrurus, na
por¢do do utero aglandular. Em M. altirostris (Tabela 4) identificamos a ocorréncia de
estocagem nas quatro estacoes do ano; em M. ibiboboca (Tabela 5) nas estagdes verdo, outono
e inverno; para M. paraensis (Tabela 6) verdo e inverno; e M. surinamensis (Tabela 7) na
primavera e inverno.

Na andlise histoquimica realizada no infundibulo posterior, verificamos que para 0s
reagentes CB, PAS e AB, o epitélio dos receptaculos de estocagem (SSr) apresentou
reatividade positiva apenas para o corante AB (Fig. 12A-C). Enquanto o epitélio luminal do
infundibulo, exibiu reacdo positiva para PAS e AB (Fig. 12B, C). No utero aglandular, os SSr
exibiram reatividade positiva ao PAS (Fig. 12D, E) e AB (Fig. 12F); os granulos de secrecéo
armazenados no limen dos TCGs e SSr também mostraram reacdo positiva aos reagentes
PAS e AB (Fig. 12E, F).

Na analise macroscopica do oviduto observamos uma diferenca anatémica da porgéo
final do atero aglandular, de dois espécimes de M. altirostris (espécimes da primavera 808-
UFSM / 89617-IB), um de M. surinamensis (espécime do outono 32138-INPA), e um de M.
ibiboboca (espécime do outono 402-INMA). Essa diferenca anatbmica localizada na porcéao
distal do dtero aglandular (ou juncdo utero-vaginal, JUV), apresentava uma conformacéo
anatdmica helicoidal no oviduto (Fig. 13A). Pela anélise histolégica de uma das dobras,
evidenciamos na regido luminal um material gelatinoso agregado com diversos

espermatozoides agregados, possivelmente uma secrecdo seminal (Fig. 13B).

3.3 - Maturidade sexual
A espécie Micrurus altirostris exibiu a menor fémea madura com 490 mm de Crc, 26
g de massa corpdrea, foliculos em vitelogénese primaria e com espermatozoides na regido

distal do utero aglandular. Para a espécie M. ibiboboca verificamos a maturidade pela
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presenca de espermatozoides no limen da juncdo-utero vaginal, o espécime apresentava 541
mm de Crc; 32 g de massa corpérea e foliculos em vitelogénese primaria. Em M.
surinamensis constatamos a maturidade sexual no espécime com 776 de Crc; 212,2 g de
massa do corpo com foliculos em vitelogénese secundaria no ovario e presenga de
espermatozoides no limen uterino. Para M. paraensis verificamos a menor fémea madura
com 424 mm de Crc; 23,1 g de massa do corpo em vitelogénese priméria e com

espermatozoides no limen do Gtero aglandular.

Tabela 4. Dados histolégicos e macroscopicos das fémeas que apresentaram estocagem de
espermatozoides ou espermatozoides no Iimen ovidutal. (Crc) comprimento rostro-cloacal; (D) lado
direito; (E) lado esquerdo; (INV) inverno; (OUT) outono; (PRI) primavera; (VER) verdo; (JUV)
juncgdo utero-vaginal; (UMT) tor¢cdo muscular uterina; (V1) foliculos em vitelogénese primaria; (V2)
foliculo em vitelogénese.

o Espermegtozoi ) Estocagem' i Cre Condico do Cqmprirpento do
Espécime des no limen (Infundibulo (Utero Data/Estacéo (mm) ovério maior foliculo/ ovo,
da JUV Posterior) aglandular) D e E (mm)
Micrurus altirostris sim X 22/06 - OUT 710 V1 3,51-3,61
Micrurus altirostris ndo X 28/02 - VER 632 V1 3,61-3,57
Micrurus altirostris sim X 07/08 - INV 572 V1 2,02 - 2,26
Micrurus altirostris sim X 13/09 - INV 523 V2 9,05-11,94
Micrurus altirostris sim X X 21/08 - INV 490 V1 2,18-4,17
Micrurus altirostris sim X 26/10 - PRI 616 V1 8,39-8,11
Micrurus altirostris ndo X 26/11 - PRI 608 V1 7,48 - 6,08
Micrurus altirostris sim X 25/05 - OUT 533 V1 531-6,5
Micrurus altirostris ndo X 03/02 - VER 523 V1 2,46 - 2,27
Micrurus altirostris sim UMT X 01/10 - INV 645 V2 19,9-22
Micrurus altirostris sim X 15/11 - PRI 503 V2 140-4,0
Micrurus altirostris sim X X 21/11 - PRI 681 Ovo 29,0-36,9
Micrurus altirostris ndo X 19/11 - PRI 590 Ovo 35,2 - 36,24

Tabela 5. Dados histolégicos e macroscopicos das fémeas que apresentaram estocagem de
espermatozoides ou espermatozoides no Iimen ovidutal. (Crc) comprimento rostro-cloacal; (D) lado
direito; (E) lado esquerdo; (INV) inverno; (OUT) outono; (PRI) primavera; (VER) verdo; (JUV)
jungdo atero-vaginal; (V1) foliculos em vitelogénese priméria; (V2) foliculo em vitelogénese. (*)
medida do comprimento n&o registrado.

Espéci Espermatozoides ,Estocagem . ~ Condicao Cqm;}rilr'nerllt;) do
spécime no Imen da JUV (Infundl_bulo (Utero Data/Estacdo Crc (mm) do ovario maior toliculo/ ovo,
Posterior)  aglandular) DeE (mm)
Micrurus ibiboboca nao X 01/07 - INV 770 V1 3,06 - 2,61
Micrurus ibiboboca nado X 3/04 - OUT 610 V1 44-44
Micrurus ibiboboca sim X 08/03 - VER 760 V1 2,02 -*
Micrurus ibiboboca sim X 19/09 - INV 635 V1 4,03-*
Micrurus ibiboboca ndo X 22/01 - VER 541 Vi 1,33-*
Micrurus ibiboboca sim X 20/09 - INV 543 Vi 473 -*

Micrurus ibiboboca ndo X 04/01 VER 930 V1 1,58 -*
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Micrurus ibiboboca sim 08/07 - INV 740 V1 3,65-*
Micrurus ibiboboca sim 02/01 - VER 692 V1 3,85-*
Micrurus ibiboboca ndo X 29/02 - VER 584 V1 1,16 -*

Tabela 6. Dados histoldgicos e macroscépicos das fémeas que apresentaram estocagem de
espermatozoides ou espermatozoides no Iimen ovidutal. (Crc) comprimento rostro-cloacal; (D) lado
direito; (E) lado esquerdo; (INV) inverno; (OUT) outono; (PRI) primavera; (VER) verdo; (JUV)
juncao utero-vaginal; (V1) foliculos em vitelogénese primaria; (\VV2) foliculo em vitelogénese.

Espermatozoides Estocagem Condicio do  COMPrimento do
Espécime pe (Infundibulo (Utero Data/Estagdo Crc (mm) 62 maior foliculo/
no limen da JUV - ovario
Posterior) aglandular) ovo, D e E (mm)
Micrurus paraensis nado X 1/09 - INV 429 V1 2,78 - 2,43
Micrurus paraensis ndo X 18/02 - VER 462 V1 2,74 -2,72

Tabela 7. Dados histologicos e macroscépicos das fémeas que apresentaram estocagem de
espermatozoides ou espermatozoides no Iimen ovidutal. (Crc) comprimento rostro-cloacal; (D) lado
direito; (E) lado esquerdo; (INV) inverno; (JUV) juncdo Utero-vaginal; (OUT) outono; (PRI)
primavera; (VER) verdo; (V1) foliculos em vitelogénese primaria; (V2) foliculo em vitelogénese.

o Espern)atozoid ) EStOCﬁgem, . Condicdo do C(_Jmprirpento do
Espécime esnolimenda (Infundibulo (Utero Data/estacdo Crc (mm) OVArio maior foliculo/ ovo,
JUV Posterior) aglandular) D e E (mm)
Micrurus surinamensis sim X 22/08 - INV 776 V2 11,57 - 9,53
Micrurus surinamensis ndo X 16/09 - INV 842 V2 5,18 - 6,05
Micrurus surinamensis ndo X 20/10 - PRI 970 V2 25,91 - 21,04
Micrurus surinamensis sim X X 29/10 - PRI 1045 V2 41,68 - 42,23 (0vo0s)
Micrurus surinamensis ndo X 14/10 - PRI 832 Vi 5,74 -5,18
Micrurus surinamensis sim X 14/10 - PRI 910 V1 21,71-2151

3.4 -Histoquimica

O resultado das reagdes histoquimicas nas glandulas exdcrinas presentes no Utero glandular,
foram similares para todas as espécies. Na analise das glandulas exdcrina do Gtero aglandular,
verificamos que para os reativos PAS e AB, glandulas hipertrofiadas ndo apresentaram reacéo positiva
(Fig. 14A, B). Entretanto, na reacdo com o azul brilhante de Coomassie (CB), as glandulas reagiram
positivamente para a presenca de proteinas (Fig. 14C, D). Os espécimes que exibiam glandulas
exocrinas em estado de hipotrofia, a reatividade ao CB foi fraca ou inexistente.

Na comparacdo das diferentes porcbes do oviduto, os corantes reagiram com maior

intensidade na conformacdo do epitélio colunar ciliado. Nos periodos de baixa atividade do oviduto
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(fase ndo reprodutiva da espécie), a reacao era fraca ou ausente. Na analise do epitélio ovidutal houve
reacdo positiva aos corantes PAS e AB, sendo um resultado em comum para todas as espécies a
reatividade na primavera. Para o epitélio da vagina, evidenciamos a presenca de células caliciformes e,

na andlise histoquimica, houve reacao positiva apenas para o PAS e AB (Fig. 14E, F).
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Figura 2. Prancha com os gréaficos de dispersdo dos foliculos vitelogénicos (meses do ano) e
graficos boxplot referente a média de area das glandulas exdcrinas (Gtero glandular), entre as
estacOes do ano. Espécies Micrurus altirostris e Micrurus ibiboboca. Letras diferentes entre
os diagramas de caixas (esta¢des), indicam variacdo significativa entre as médias (P < 0,05).
Reta interligando os diagramas de caixas, indica a média de cada grupo. (INV) inverno; (OUT)
outono; (PRI) primavera; (VER) ver&o.
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Figura 3. Fotomicrografia do oviduto de Micrurus altirostris, cortes longitudinais de
espécimes coletados na primavera. (H/E). (A) infundibulo posterior exibindo o epitélio
colunar ciliado e a presenca de TCG e SSr na lamina propria. (B) infundibulo posterior
exibindo epitélio colunar ciliado e células secretoras (nicleo em posicdo basal). (C-D) Utero
glandular apresentando as glandulas exdcrinas em estado de hipertrofia, epitélio colunar
ciliado, e secrecdo no limen. (E) utero aglandular apresentando grande quantidade de TCGs
com granulos de secrecdo no lumen. (F) datero aglandular exibindo epitélio
pseudoestratificado. (HG) glandula hipertrofiada; (G) glandula hipotrofiada; (L) lamen; (Lp)
lamina propria; (TCG) glandula tubular ciliada; (SC) célula secretora; (SSr) receptaculo de
estocagem de espermatozoide.
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Figura 4. Fotomicrografia do oviduto de Micrurus altirostris, cortes longitudinais. (H/E). (A)
infundibulo posterior exibindo epitélio cubico ciliado, e a presenca de diversos TCGs na
lamina prdpria; espécime do verdo. (B) Utero glandular apresentando o epitélio cubico sem
cilios, glandulas exdcrinas hipotrofiadas; espécime do verdo. (C) utero aglandular exibindo
epitélio cubico ciliado e auséncia de secrecdo no limen, espécime do verdo. (D) infundibulo
posterior apresentando epitélio colunar ciliado e células secretoras; espécime do inverno. (E)
Utero glandular apresentando o epitélio colunar ciliado, glandulas exdcrinas hipertrofiadas e
diversos pontos com secrecdo no lumen; espécime do inverno. (F) atero aglandular
apresentando epitélio colunar ciliado; espécime do inverno. (HG) glandula hipertrofiada; (G)
glandula hipotrofiada; (L) lumen; (Lp) lamina propria; (ML) camada muscular; (TCG)
glandula tubular ciliada; (SC) célula secretora; (SSr) receptaculo de estocagem de
espermatozoide.
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Figura 5. Fotomicrografia do oviduto de Micrurus ibiboboca, cortes longitudinais. (H/E). (A)
infundibulo posterior exibindo epitélio colunar ciliado; espécime da primavera. (B) utero
glandular apresentando o epitélio colunar sem cilios e glandulas exdcrinas hipertrofiadas;
espécime da primavera. (C) utero aglandular apresentando o epitélio colunar ciliado, presenca
de TCGs e em alguns espécimes SSr na lamia propria, espécime da primavera. (D)
infundibulo posterior exibindo epitélio cubico sem cilios e a presenca de TCG; espécime do
verdo. (E) dtero glandular apresentando o epitélio clibico ciliado, glandulas exdcrinas
hipotrofiadas; espécime do verdo. (F) Utero aglandular exibindo epitélio colunar ciliado, e
diversos SSr na lamina propria; espécime do verdo. (HG) glandula hipertrofiada; (G) glandula
hipotrofiada; (L) limen; (TCG) glandula tubular ciliada; (SSr) receptaculo de estocagem de
espermatozoide; (SZ) espermatozoides.
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Figura 6. Fotomicrografia do oviduto de Micrurus ibiboboca, cortes longitudinais. (H/E). (A)
infundibulo posterior exibindo epitélio colunar ciliado; espécime do outono. (B) Uutero
glandular apresentando o epitélio cubico sem cilios, glandulas exdcrinas hipertrofiadas e
outras em estado de hipotrofia; espécime do outono. (C) Utero aglandular exibindo epitélio
colunar ciliado e ausente de secrecdo no limen, espécime do outono. (D) infundibulo
posterior exibindo epitélio colunar ciliado e alguns TCGs na lamina propria; espécime do
inverno. (E) utero glandular apresentando o epitélio colunar sem cilios, glandulas exdcrinas
hipertrofiadas; espécime do inverno (F) Utero aglandular apresentando o epitélio colunar
ciliado, espermatozoides estocados em SSr e no limen uterino; espécime do inverno. (HG)
glandula hipertrofiada; (G) glandula hipotrofiada; (L) lumen; (TCG) glandula tubular ciliada;
(SSr) receptaculo de estocagem de espermatozoide; (SZ) espermatozoides.
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Figura 7. Prancha com os gréaficos de dispersdo dos foliculos vitelogénicos (meses do ano) e
graficos boxplot referente a média de area das glandulas exdcrinas (Utero glandular), entre as
estacOes do ano. Espécies Micrurus paraensis e Micrurus surinamensis. Letras diferentes
entre os diagramas de caixas (estacdes), significativa variacao significativa entre as médias (P
< 0,05), quando ausente, ndo houve diferenca. Reta interligando os diagramas de caixas,
indica a média de cada grupo. (INV) inverno; (OUT) outono; (PRI) primavera; (VER) verédo.



93

Figura 8. Fotomicrografia do oviduto de Micrurus surinamensis, cortes longitudinais. (H/E).
(A) infundibulo posterior exibindo epitélio colunar ciliado e a presenca de TCG na lamina
prépria; espécime da primavera. (B) utero glandular apresentando o epitélio colunar ciliado,
grande concentracdo de glandulas exdcrinas hipertrofiadas e alguns espécimes exibindo o
lumen com secrecdo em quase sua totalidade; espécime da primavera. (C) Utero aglandular
exibindo epitélio colunar ciliado, alguns pontos com secrecdo no limen e a presenca de SSr
no tecido conjuntivo; espécime da primavera. (D) infundibulo posterior exibindo epitélio
colunar ciliado e diversos TCG na lamina prépria; espécime do verdo. (E) utero glandular
apresentando o epitélio colunar ciliado, glandulas exocrinas hipertrofiadas; e diversos pontos
com secrecdo no lumen; espécime do verdo. (F) Gtero aglandular apresentando o epitélio
colunar ciliado e area luminal com secrecdo em quase sua totalidade; espécime do verdo.
(HG) glandula hipertrofiada; (L) lumen; (SSr) receptaculo de estocagem de espermatozoide.
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Figura 9. Fotomicrografia do oviduto de Micrurus surinamensis, cortes longitudinais. (H/E).
(A) infundibulo posterior exibindo epitélio colunar ciliado; presenca de TCGs na lamina
prépria e diversos pontos com secrecdo no lumen; espécime do outono. (B) Gtero glandular
apresentando o epitélio colunar ciliado, glandulas exdcrinas hipertrofiadas; espécime do
outono. (C) utero aglandular exibindo epitélio colunar ciliado, poucos pontos com secre¢ao
no limen, espécime do outono. (D) infundibulo posterior exibindo epitélio colunar ciliado,
presenca de TCGs na lamina prépria; espécime do inverno. (E) utero glandular apresentando
0 epitélio cubico ciliado, glandulas exdcrinas hipotrofiadas; espécime inverno. (F) Gtero
aglandular apresentando o epitélio colunar ciliado, grande quantidade de TCGs exibindo
granulos, densos e compactos internalizados no lumen; em detalhe, a presenca de SSr;
espécime do inverno. (CCe) epitélio colunar ciliado; (G) glandula hipotrofiada; (Gr) granulo;
(HG) glandula hipertrofiada; (L) lamen; (SSr) receptaculo de estocagem de espermatozoide;
(TCG) gléandula tubular ciliada.
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Figura 10. Fotomicrografia do oviduto de Micrurus paraensis, cortes longitudinais. (H/E). (A)
infundibulo posterior exibindo epitélio colunar ciliado; espécime da primavera. (B) utero
glandular apresentando o epitélio colunar ciliado, glandulas exocrinas hipertrofiadas;
espécime da primavera. (C) Utero aglandular exibindo epitélio colunar ciliado; em detalhe a
presenca de TGCs com granulos fragmentados, diversos pontos com secre¢do no limen,
espécime da primavera. (D) infundibulo posterior exibindo epitélio colunar ciliado e a
presenca de grande concentracdo de TCGs na lamina prépria; espécime do inverno. (E) Utero
glandular apresentando o epitélio cubico ciliado, glandulas exocrinas hipotrofiadas e outras
hipertrofiadas; espécime do inverno. (F) utero aglandular apresentando o epitélio colunar
ciliado; espécime do inverno. (CCe) epitélio colunar ciliado; (G) glandula hipotrofiada; (Gr)
granulo; (HG) glandula hipertrofiada; (L) lumen; (TCG) glandula tubular ciliada.
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Figura 11. Fotomicrografia do oviduto de espécimes Micrurus, cortes longitudinais exibindo
receptaculos de estocagem. (A-B) infundibulo posterior de Micrurus altirostris exibindo SSrs
e TCGs presentes no tecido conjuntivo. (C) infundibulo posterior de Micrurus surinamensis
apresentando espermatozoides no lumen do SSr. (D) regido de transicdo Utero glandular-
aglandular de Micrurus surinamensis, apresentando SSr proximo de glandulas exdcrinas
hipertrofiadas. (E) Utero aglandular de Micrurus paraensis exibindo SSr com granulos
fragmentados e TCG com um granulo denso e compacto internalizado. (F) utero aglandular
de Micrurus ibiboboca, exibindo espermatozoides estocados em receptaculos de estocagem.
(Gr) granulo; (HG) glandula hipertrofiada; (L) limen; (SSr) receptaculo de estocagem de
espermatozoide; (Sz) espermatozoide; (TCG) glandula tubular ciliada.
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Figura 12. Fotomicrografia do oviduto de espécimes Micrurus, cortes longitudinais referentes
a histoquimica do epitélio e dos receptaculos de estocagem. (A) infundibulo posterior
exibindo o epitélio e diversos TCG ndo reagindo ao corante CB. (B) infundibulo posterior
apresentando reagdo negativa do TCG e positiva do epitélio, ao corante PAS. (C) infundibulo
posterior exibindo reacdo positiva do epitélio e TCG ao reagente AB.(D-E) Utero aglandular
apresentando SSr e TCG com granulos reagindo positivamente ao PAS. (F) atero aglandular
apresentando o SSr reagindo positivamente ao AB. (AB) azul de alcian; (CB) azul brilhante
de Coomassie; (L) lamen; (PAS) acido periodico-Schiff; (SSr) receptaculo de estocagem de
espermatozoide; (TCG) glandula tubular ciliada.
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Figura 13. Foto macroscopica e fotomicrografia da jungdo uUtero-vaginal. (A) modificacdo
anatébmica da porcao distal do utero aglandular, assemelhando-se a conformacdo helicoidal
(torgdo muscular uterina, “UMT”). (B) porcdo distal do Utero aglandular (dobra) de Micrurus
altirostris, em evidéncia regido destacada em retangulo tracejado (aumento de 40x),
observamos a presenca de uma massa espermatica no limen (matriz carreadora). (H/E). (Sz)
espermatozoide.
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Figura 14. Fotomicrografia do oviduto de espéecimes Micrurus, cortes longitudinais referentes
a histoquimica do utero glandular e porcdo distal do utero aglandular. Utero glandular
exibindo reacdo negativa das glandulas exdcrinas e positiva do epitélio ao corante PAS. (B)
Utero glandular exibindo reacdo negativa das glandulas exdcrinas e positiva do epitélio ao
corante AB. (C-D) utero glandular exibindo epitélio secretivo ndo reagindo ao corante CB,
enquanto as glandulas exdcrinas reagiram positivamente ao corante CB. (E) porcéo distal do
atero aglandular (juncdo Utero-vaginal) evidenciando células caliciformes reagindo
positivamente ao PAS e AB. (F) porcdo distal do Utero aglandular (juncdo Utero-vaginal)
evidenciando células caliciformes reagindo positivamente ao AB. (AB) azul de alcian; (CB)
azul brilhante de Coomassie; (GH) glandula hipertrofiada; (L) lamen; (PAS) acido periddico-
Schiff.
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4—- DISCUSSAO

4.1- Ciclos reprodutivos

As cobras corais apresentaram alguns padrles de estratégias reprodutivas similares
entre as espécies de cada linhagem. Marques et al. (2013) propuseram a hipétese das fémeas
do grupo de triades possuirem o ciclo reprodutivo extenso, sendo estd uma caracteristica para
0 grupo. Entretanto, com os resultados obtidos no presente trabalho, constatamos diferencas
desde padrdo de ciclo dentro do grupo BRT. Micrurus altirostris apresentou de setembro a
dezembro, fémeas com ovos no oviduto, e outros espécimes com foliculos em vitelogénese
secundaria (V2) no ovario. Pelos caracteres reprodutivos do oviduto, verificamos que nessa
época, final do inverno e ao longo da primavera, o epitélio exibia a conformacéo colunar
ciliada, as glandulas exdcrinas em estado de hipertrofia e diversos pontos com secre¢do no
limen, indicando a fase reprodutiva. No verdo houve uma regressdo dos caracteres
reprodutivos, indicado pela conformacdo do epitélio cubico sem cilios, estado de hipotrofia
glandular, regressdo de células secretoras no epitélio e pouca secre¢do luminal; caracterizando
assim a fase ndo reprodutiva nessa estagdo. No outono a maioria das fémeas ainda exibiam
baixa atividade ovidutal, apenas alguns apresentavam sinais de retomada da atividade. No
inverno 0s caracteres reprodutivos indicaram aumento de atividade do oviduto e
consequentemente, retomada da fase reprodutiva. As estacbes de maxima hipertrofia das
glandulas exocrina também corresponderam as estagdes inverno e primavera, corroborando o
periodo de maior atividade ovidutal. Desta forma, M. altirostris apresenta o ciclo reprodutivo
sazonal de curta duracdo, abrangendo aproximadamente duas estagdes, meados do inverno e
ao longo da primavera. Esses resultados também coincidem com o periodo ovulatorio relatado
para a populacdo de M. altirostris distribuida na Argentina, ocorrendo em novembro e janeiro
(Rodriguez et al., 2018).

A especie M. ibiboboca também apresentou o ciclo reprodutivo diferente do padrédo
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descrito para o grupo, as fémeas exibiram foliculos em vitelogénese secundéria, do final do
inverno ao longo da primavera (setembro a dezembro). Na primavera verificamos que 0s
caracteres reprodutivos apresentavam fase ativa do oviduto e a presenca glandulas tubulares
ciliadas com granulos no utero. Assim, indicando a fase reprodutiva das fémeas na primavera.
No verdo observamos que a maioria dos espécimes apresentavam uma diminuicdo na
atividade ovidutal, devido a regressdo dos caracteres reprodutivos. Porém, algumas fémeas
ainda exibiam parte dos caracteres do oviduto ativos, indicando que o verdo é um periodo de
transicdo para a fase ndo reprodutiva. No outono verificamos atividade reduzida do oviduto, o
epitélio ndo mostrou a presenca de células secretoras, houve baixa concentracdo glandular
exocrina e estas em estado de hipotrofia, e poucos pontos de secre¢do foram evidenciados no
limen. Logo, a espécie exibia a fase ndo reprodutiva no outono. No inverno as fémeas
apresentaram a retomada dos caracteres reprodutivos, e consequentemente maior atividade
ovidutal. Além disso, no periodo do inverno constatamos a maxima hipertrofia das glandulas
exocrinas, esse dado corrobora a caracterizacao da fase reprodutiva para espécie nesta estacao.
Assim, M. ibiboboca possui um ciclo reprodutivo sazonal, de curta duracdo, abrangendo as
estacdes inverno e primavera.

As espécies M. altirostris e M. ibiboboca possuem o padrdo de ciclo reprodutivo
sazonal de curta duracdo, diferindo do padrdo de outras espécies do grupo BRT. O padrédo de
ciclo de longa duracdo foi descrito para a M. frontalis que apresenta um ciclo extenso de
aproximadamente 9 meses (Bassi, Coeti, and Almeida-Santos, 2020) e M. lemniscatus com
oito meses de fase reprodutiva (Coeti, 2016). Aparentemente para o clado BRT existem dois
padrdes de ciclo, o de curta duracdo abrangendo as estagdes inverno e primavera; e o de longa
duracdo com periodo de trés estagbes, como evidenciado na espécie amazdnica M.
surinamensis. O padrdo de longa duracdo de ciclo foi evidenciado na espécie Micrurus

surinamensis, que exibe um ciclo reprodutivo de maior duragédo, as fémeas apresentaram
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vitelogénese secundéria nas estacdes primavera, outono e final do inverno (abril a novembro).
Fémeas com ovos no oviduto ocorreram na primavera (outubro a dezembro). Os caracteres
reprodutivos analisados ao longo do ano, indicaram que os periodos de alta atividade do
oviduto ocorreram nas estacfes primavera, verdo e outono. Havendo um padréo na regressao
dos caracteres reprodutivos nos especimes coletados no inverno, pela diminuicdo da atividade
do epitélio infundibular e uterino, das glandulas exdcrina que exibiam hipotrofia, e baixa
quantidade de secrecdo no limen ovidutal. Desta forma, compomos a fase reprodutiva
abrangendo trés estacfes (primavera, verdo e outono), 0 que caracteriza na espécie M.
surinamensis para nivel individual o ciclo reprodutivo continuo e para categoria populacional

como ciclo sazonal semi-sincronizado (extenso).

A espécie M. paraensis pertencente a linhagem BRM exibe similaridade na estratégia
de ciclo reprodutivo com outras espécies do grupo. Em Micrurus paraensis identificamos
foliculos em vitelogénese secundaria ocorrendo na primavera (outubro-novembro). Os
caracteres reprodutivos referentes ao pico de atividade do oviduto foi constatado na
primavera, coincidindo com o periodo de vitelogénese secundaria, ou seja, nesta estacdo as
fémeas estdo na fase reprodutiva. No verdo a morfologia ovidutal apresentava sinais de baixa
atividade, porém mesmo havendo pouca secrecdo luminal, o Gtero aglandular exibia alta
concentracdo de TCGs na lamina propria. No outono os caracteres do oviduto ainda exibiam
sinais de fase ndo reprodutiva, e em meados do inverno, alguns caracteres do epitélio e das
glandulas exdcrinas sinalizavam retomada de atividade. Desta forma, a fase reprodutiva para a
especie M. paraensis ocorre do final do inverno e ao longo da estacdo primavera. Para a
categoria individual o ciclo pode ser classificado como descontinuo, e para populagdo como

sazonal semi-sincronizado de curta duragéo.

As espécies da linhagem BRM apresentam as mesmas caracteristicas de padrdo do

ciclo reprodutivo, exibindo como estratégia um curto periodo de fase reprodutiva. Existe uma
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tendencia das espécies direcionarem a ocorréncia do evento ovulatério na estacdo da
primavera. Para a espécie M. paraensis pertencente ao bioma Amaz6nia, mesmo nao
havendo o registro de fémeas com ovos no oviduto, os maiores foliculos em vitelogénese
secundaria ocorreram na primavera. M. corallinus espécie pertencente ao bioma Mata
Atlantica, exibe duas estacOes de fase reprodutiva primavera e verdo, com ovulag¢do ocorrendo
em ambas as estacOes (Bassi, Coeti, and Almeida-Santos, 2020). As espécies M. fulvius
ocorre em regido de pradarias e M. tener distribuida na floresta temperada, ambas com
distribuicdo geografica nos Estados Unidos, possuem praticamente o mesmo periodo de ciclo
reprodutivo, vitelogénese secundaria ocorrendo de abril a julho (primavera, hemisfério norte)
e ovulacdo de maio a julho (primavera e inicio do verdo, hemisfério norte) (Quinn, 1979;

Jackson and Franz, 1981).

As diferencas no padrdo de duracdo da fase reprodutiva, esta interligado com fatores
evolutivos da espécie e intrinsecamente com as condi¢Bes fenoldgicas de temperatura,
umidade e fotoperiodo (Taylor and DeNardo, 2011; Garcia-Cobos, Crawford, and Ramirez-
Pinilla, 2021). Existem alguns trade-offs entre o custo de sobrevivéncia no periodo
reprodutivo (vitelogénese avancgada), em relacdo com o investimento no sucesso reprodutivo
futuro (Vitt, 1992; Shine, 2003). As espécies do grupo BRM apresentam o indice de
dimorfismo sexual positivo, indicando que as fémeas exibem maior tamanho de comprimento
rostro-cloacal, em relacdo aos machos (Marques, Pizzatto, and Almeida-Santos, 2013). O
maior comprimento das fémeas tende a proporcionar maior espaco anatbmica para alocagéo
dos ovos, gerando um maior potencial de reprodutivo (i.e., maior numero de filhotes por
ninhada) e, como resultado, alterando a fecundidade da espécie (Seigel and Ford, 1987; Shine,
1994; Rivas and Burghardt, 2001). Logo, a conservacdo do padrdo de ciclo reprodutivo de
curta duracdo pelo grupo BRM, possivelmente seja uma estratégia que auxilie a na

conservacao de energia, concentrando os eventos de ovulacéo e a eclosdo dos filhotes para o
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periodo mais quente do ano (verdo). A termorregulacdo das fémeas com temperaturas mais
elevadas, favorece a um desenvolvimento mais rapido dos filhotes, reduzindo o tempo no qual
as fémeas estdo mais pesadas (periodo pré-ovulatorio), favorece a menor exposicéo da fémea
a predadores e diminui o gasto energético na locomoc¢do (Shine, 1980, 2003; Rivas and

Burghardt, 2001).

Micrurus altirostris apresenta baixo padréo de atividade inverno (Marques, Almeida-
Santos, and Rodrigues, 2006). As serpentes que possuem o padrdo de atividade sazonal,
podem ser influenciadas por fatores abidticos como temperatura e pluviosidade (Hartmann,
Hartmann, and Martins, 2009). A flutuacdo da temperatura ao longo das esta¢des, bem como
da luminosidade (glandula pineal), atuam como marcadores de tempo para reproducdo e as
baixas temperaturas afetam diretamente o metabolismo das serpentes (Licth, 1972; Lillywhite,
1987; Taylor and DeNardo, 2011).

O habito semi-fossorial das cobras corais possibilita a busca por reflugio contra
predadores (ao se enterrarem no solo), e a0 mesmo tempo, permite a essas espécies cagcarem o
alimento que é composto geralmente por anfisbenideos, cecilias e outras serpentes (Roze,
1996; Campbell and Lamar, 2004). O modo de vida fossorial (ou semi-fossorial) proporciona
estratégias diferenciadas de termorregulacdo, pois existe um aproveitamento no uso do
substrato pelos animais ectotérmicos, que ao se deslocarem verticalmente no solo, podem
buscar a melhor temperatura dentro do gradiente existente (Lopez, Civantos, and Martin,
2002; Matias and Verrastro, 2018).

Outro fator ecoldgico que deve ser considerado é a flutuagdo na oferta de alimento no
ambiente, durante as estagdes do ano. Marques et al. (2006) relataram que o padrdo de
atividade, nas espécies de Micrurus, também pode ser diretamente influenciado pela
disponibilidade de alimento ao longo tempo. Os anfisbenideos e outras especies

serpentiformes apresentam maior atividade no periodo chuvoso e quente (primavera e verao),
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e reducdo nos periodos de baixa umidade e temperatura (Navega-Goncalves and Benites,
2019). Assim, considerando-se a diminui¢cdo da temperatura média do bioma Pampa (abaixo
de 15 C° no inverno), baixas temperaturas também reduzem o padrdo de atividade dos
anfisbenideos, principalmente na superficie, ficando estes entocados em galerias e menos
expostos aos predadores.

O bioma Caatinga pode apresentar variagbes no periodo de estiagem,
aproximadamente de seis a oito meses (Ab’Saber, 2007), acontecendo geralmente de maio a
outubro (Barros, Rojas, and Almeida-Santos, 2014b; Braz, Kasperoviczus, and Guedes,
2019). No qual algumas regides do semiarido, distantes da zona de restinga, podem exibir
secas mais rigorosas (Albuquerque et al., 2018). Esse intenso periodo de estiagem pode causar
um estresse fisiologico em diversos grupos de animais (vertebrados e invertebrados),
promovendo a migra¢do na busca de enclaves de mata com maior umidade, reducdo do
namero de individuos e alta taxa de mortalidade (Rodrigues, 2003; Sales et al., 2011).

A queda de temperatura na regido do Pampa (inverno) e o longo periodo de estiagem
na Caatinga sdo condicBes unicas destes biomas. Pois interferem diretamente no padrdo de
atividade (metabolismo), e indiretamente na disponibilidade de alimento nessa época. Assim,
considerando-se essas variaveis climaticas, a manutencdo de um amplo periodo de fase
reprodutiva, iria requerer um alto custo energético. Porém, mesmo havendo uma diminuicao
do padrdo de atividade em M. altirostris e menores condi¢des disponibilidade de alimento
para M. ibiboboca, as fémeas de ambas as espécies acabam direcionam o investimento
energeético para reproducdo, o que € evidenciado pela retomada dos caracteres reprodutivos no
inverno.

O grupo BRT apresentou maior flexibilidade no padrdo de ciclo reprodutivo, M.
altirostris e M. ibiboboca exibem como estratégia um curto periodo de fase reprodutiva. Os

biomas de distribuicdo destas duas espécies mostram fatores abi6ticos que podem agir como
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limitantes no padrdo de atividade, e consequentemente na aquisicdo de alta quantidade de
energia, o que influencia no tipo de estratégia de ciclo reprodutivo adotado.

Para a espécie M. surinamensis, presente no bioma Amazénia com baixa amplitude
térmica e indice de pluviosidade bem distribuido ao longo do ano (Roze, 1996; Campbell and
Lamar, 2004), as condi¢des tropicais de temperatura e umidade séo favoraveis para um padréo
de atividade homogéneo entre as estagdes (Girons, 1982; Seigel and Ford, 1987). Diferente da
maioria das espécies de Micrurus, M. surinamensis possui 0 h&bito semi-aquéatico, uma dieta
predominantemente composta por peixes (Campbell and Lamar, 2004; Almeida et al., 2016;
Silva et al., 2018). A presenca de peixes na dieta corresponde a ingestdo de grande quantidade
de calorias e, a0 mesmo tempo, 0 ambiente amazonico proporciona uma alta diversidade de
espécies de peixes. O padrdo de ciclo reprodutivo sazonal e extenso, presente em M.
surinamensis, M. frontalis e M. lemniscatus evidéncia maior investimento de energia para
reproducdo. A fémea apresentando diferentes épocas para ocorréncia do evento ovulatério,
mostra uma flexibiliza¢do para inicio do novo ciclo reprodutivo.

A época do acasalamento em M. altirostris, M. surinamensis e M. ibiboboca ocorreu
dentro do periodo de fase reprodutiva das fémeas, no qual os foliculos estavam em
vitelogénese secundaria. Observamos que M. altirostris apresenta como estratégia um extenso
periodo de acasalamento, que pode ocorrer em qualquer época do ano. Esse resultado obtido
com a analise histologica, das por¢Ges do Utero e vagina, coincidem com o0s registros de
combate nas quatro estacdes do ano, entre os machos da espécie (Almeida-Santos, Coeti, and
Bassi, 2021). Para M. ibiboboca e M. surinamensis observamos a estratégia de um curto
periodo de acasalamento.

Em comum a época do acasalamento, constatamos o periodo de maior incidéncia de
glandulas tubulares ciliadas (TCG) armazenando granulos (Utero aglandular), sendo

respectivamente as estagOes, primavera para M. surinamensis e M. altirostris, e inverno para
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Micrurus ibiboboca. Os granulos presentes nos receptaculos indicaram a presenca de
mucopolissacarideos neutros e polissacarideos acidos, a secrecdo destes carboidratos pelos
receptaculos no exato periodo de acasalamento mostra relacdo de sincronia com a atividade
ovidutal. Os granulos armazenados pelos receptaculos (antes da copula) em Micrurus,
indicam um preparo prévio a época do acasalamento. Esse padrdo observado converge para
ideia dos granulos secretados servirem para atrair os espermatozoides para os receptéculos, e
uma vez internalizados, os granulos ricos em carboidratos poderiam ser utilizados como fonte

de fonte de energia (Siegel et al., 2011a; Bassi, Coeti, and Almeida-Santos, 2020).

O grupo BRM apresenta o dimorfismo sexual de comprimento, as fémeas exibem
comprimento rostro-cloacal maior que os machos, e para o grupo BRT ocorre o0 inverso, 0s
machos geralmente exibem Crc maior que o das fémeas (Marques, Pizzatto, and Almeida-
Santos, 2013). Ao relacionarmos a média de Crc das fémeas entre as espécies, verificamos
ndo haver um padrdo por linhagem, a variacfes consideraveis entre as espécies (cf., Silva Jr.,
Pires, and Feitosa, 2016). Entretanto, ao examinarmos o tamanho com o qual os filhotes
atingem a maturidade, constatamos que as espécies pertencentes ao clado BRM atingem a
maturidade com menor comprimento, M. paraensis atinge a maturidade com 424 mm Crc
(presente trabalho) e M. corallinus com 425 mm (Marques, 1996). E quando comparado com

a maturidade das espécies triades, apenas M. altirostris possui a maturidade menor 500 mm.

Os parametros reprodutivos como e.g., fecundidade, tamanho, nimero e massa dos
filhotes, estdo diretamente relacionados com o tamanho da fémea. As fémeas que atingem a
maturidade sexual, com o corpo mais largo e com maior comprimento (resultando em maior
espaco na cavidade abdominal), proporcionam condicGes de potencializar a fecundidade, com
maior numero e armazenando de ovos (Rivas and Burghardt, 2001; Shine, 2003). Das
espécies analisadas M. surinamensis apresentou a menor fémea madura com 776 mm de Crec,

sendo esse 0 maior valor entre as espécies. Fémeas que ndo estdo na fase reprodutiva tendem
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a apresentar maior frequéncia na alimentacdo ingestdo de alimento, interferindo no custo
reprodutivo (Bonnet et al., 2000). Enquanto o estresse na alimentacdo pode acarretar uma
defasagem no crescimento (Greene, 1997; Santos et al., 2005). Possivelmente o habito
semiaquatico de M. surinamensis, e a possibilidade de uma dieta rica em peixes, tenha
propiciado as condi¢des para essa estratégia. Desta forma, futuros trabalhos sdo necessarios

para investigar a influéncia da alimentagéo na fecundidade e na maturacao dos filhotes.

4.2 - Estratégia de estocagem dos espermatozoides

A primeira proposta sugerindo a ocorréncia de estocagem nas fémeas de Micrurus, foi
relatada em M. tener, devido a dessincronia entre a época de copula com o periodo da
ovulacdo (Quinn, 1979). Posteriormente, a hipotese também foi sugerida para as espécies do
grupo BRT, sendo proposto que a estratégia de estocagem deveria ser um padrdo na linhagem
(Marques, Pizzatto, and Almeida-Santos, 2013). Bassi et al. (2020) comprovaram a estocagem
de espermatozoides pelas fémeas de M. frontalis e M. corallinus, em receptaculos
especializados denominado como glandulas tubulares ciliadas no utero aglandular e relataram
a ocorréncia das estruturas de estocagem (TCGs) no infundibulo posterior sem
espermatozoides. Pela localizacdo das TCGs no infundibulo, os mesmos autores, propuseram

a hipotese da ocorréncia das estratégias de estocagem de longa e curta duracdo em Micrurus.

No presente trabalhos constatamos a presenca de estocagem de espermatozoides em
receptaculos especializados localizados no Utero posterior, nas espécies de M. paraensis, M.
altirostris, M. surinamensis e M. ibiboboca. E pela primeira vez, em uma espécie da familia
Elapidae comprovamos a ocorréncia da estocagem no infundibulo posterior. Os SSr do
infundibulo posterior foram evidenciados nas especies M. altirostris e M. surinamensis,

apenas trés exemplares de um total de 140 espécimes de Micrurus exibiram essa condicao,



109

indicando ser um evento de curta duragdo. E pelo fato de dois dos trés exemplares estarem
com foliculos vitelogénicos em estado pré-ovulatorio e com a presenga de espermatozoides no
lumen ovidutal, podemos inferir que a copula e uma estocagem sao recentes. Essa evidencia
das estruturas de estocagem no infundibulo, armazenando efetivamente os espermatozoides,
corrobora a hipotese levantada por Bassi et al. (2020), indicando que as estratégias de
estocagem, de curta e longa duragdo ocorrem nas espécies do género Micrurus de ambas as

linhagens (BRM e BRT), e ndo apenas no grupo BRT.

A especializacdo da glandula ovidutal ocorre, por exemplo, quando além da atividade
secretora esta passa a realizar a nova funcdo, no caso, a de armazenamento dos
espermatozoides (Angelini and Ghiara, 1984; Perkins and Palmer, 1996; Jones, 2011). O
receptaculo de estocagem pode mostrar varia¢des quanto a localizacdo, densidade, tamanho, e
morfologia no oviduto (Fox, 1956; Eckstut et al., 2009; Holt and Lloyd, 2010; Holt and
Fazeli, 2016). Existe algumas variagfes na nomenclatura glandular, mas as glandulas de
estocagem podem apresentar a seguinte morfologia: glandula tubular simples até tubular
ramificada em Philodryas patagoniensis (Rojas, Barros, and Almeida-Santos, 2015),
Erythrolamprus miliaris (Loebens et al., 2017; Rojas, Barros, and Almeida-Santos, 2017),
Agkistrodon piscivorus (Siegel et al., 2009a); glandula alveolar simples até alveolar
composta, em Diadophis punctatus (Perkins and Palmer, 1996), Tantilla coronata (Aldridge,
1992) ; e glandula alveolar ramificada composta, em Thamnophis elegans (Siegel et al.,

2011a).

A diferenca entre as estratégias de estocagem, estd relacionada a funcionalidade do
receptaculo (Fox, 1956; Halpert, Garstka, and Crews, 1982; Siegel et al., 2011a), conforme:
(i) posicdo estratégica para o espermatozoide fecundar o o6cito; (ii) no tempo de permanéncia
gue os espermatozoides ficam alocados no receptaculo; (iii) atividade secretora do

receptaculo, para manutencgdo do espermatozoide.
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A estocagem de curta duracdo (cf., Fox, 1956; Halpert, Garstka, and Crews, 1982;
Rojas, Barros, and Almeida-Santos, 2015), ocorre nos receptaculos localizados no infundibulo
posterior e sua posicao cranial ao oviduto, favorece a fecundacdo. Devido a espessura delgada
da porcéo infundibular (funil), as estruturas dos SSr sdo abertas no processo de captacdo do
odcito (ovulagdo), ou seja, o periodo de armazenamento dos espermatozoides acaba sendo de

curta duracéo.

Na estocagem de longa duracéo (cf., Halpert, Garstka, and Crews, 1982; Perkins and
Palmer, 1996; Siegel et al., 2011), o armazenamento ocorre em duas regides, primeiramente
no Gtero aglandular no qual os receptaculos sdo preenchidos na primeira oportunidade de
copula. E apds o processo de ovulacdo, os receptaculos mantém a estocagem para o ciclo
reprodutivo seguinte, no qual em um segundo momento, 0s espermatozoides séo liberados
(SSr do Utero aglandular) na época pré-ovulatéria e ascendem o oviduto para os TCGs
localizados no infundibulo posterior. Nesse segundo ponto de estocagem, no momento da
captacdo do odcito, o tecido infundibular é esticado, desestabilizando os SSr e liberando os

espermatozoides para a fecundacao.

A estocagem de longa duracdo foi relatada em M. corallinus e M. frontalis pela
observacao de SSr em periodo posterior a época do acasalamento, receptaculos em atividade
liberando granulos de secrecdo e estocagem em fémeas apresentando vitelogénese primaria
(Bassi, Coeti, and Almeida-Santos, 2020). Os mesmos pontos foram constatados nas espécies
M. altirostris, M. surinamensis, M. paraensis e M. ibiboboca, comprovando a ocorréncia da
estratégia de estocagem de espermatozoides por longa duragdo nessas espécies. O
armazenamento de espermatozoides por um longo periodo, permite a fémea diversas
vantagens que potencializam o sucesso reprodutivo, como a possibilidade de multiplas
copulas, a selecdo espermatica do melhor macho (Duvall, Arnold, and Schuett, 1992;

Birkhead, 1995) do melhor que pode acarretar em diferentes paternidades e um aumento na
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variabilidade genética (Birkhead, 1995; Shine, 2003; Friesen, Kahrl, and Olsson, 2020). Além
disso, adicionamos uma nova importancia dessa estratégia para o grupo Micrurus, com base
nas caracteristicas do ciclo reprodutivo de diferentes espécies do género, em diferentes
trabalhos (cf., Marques, 1996; Marques, Pizzatto, and Almeida-Santos, 2013; Coeti, 2016;
Bassi, Coeti, and Almeida-Santos, 2020), observamos que a maioria das fémeas na estacao
reprodutiva estdo em vitelogénese priméaria, e ndo apresentam sinais de corpo luteo (ou
albicans) no ovario. Logo, esse € um indicativo que provavelmente as fémeas ndo apresentem
um ciclo anual, pois se assim o fosse, 0 nimero de fémeas com ovos no oviduto ou com
foliculos em vitelogénese secundaria, deveria ser maior do que é evidenciado nos trabalhos.
Desta forma, nossa hipdtese € que as fémeas apresentem um ciclo bienal ou trienal. Assim,
em ciclos ovulatério mais longos (e.g., bienais), a estocagem por um periodo extenso torna-se
fundamental para ocorréncia de fecundagdo e manter o sucesso reprodutivo, garantindo a
escolha dos gametas dos melhores machos para gerar a proxima ninhada (Birkhead and

Magller, 1993).

Diferente das estruturas especializadas para estocagem (receptaculos), o
armazenamento de espermatozoides também pode acontecer em dobras ou sulcos do epitélio,
em criptas profundas ou apenas ficar retido no Iimen da juncdo Gtero-vaginal (Perkins and
Palmer, 1996; Blackburn, 1998; Siegel et al., 2011a), porem por curto periodo de tempo.
Além disso, na regido da JUV os espermatozoides podem ficar retidos no limen, pela
ocorréncia da tor¢cdo muscular uterina UMT (Almeida-Santos and Saloméo, 1997; Saloméo
and Almeida-Santos, 2002). Essa variacdo morfofuncional do oviduto foi descrita para
diversas espécies da familia Viperidae, géneros Crotalus e Bothrops (Almeida-Santos and
Salomao, 1997, 2002; Barros, Rojas, and Almeida-Santos, 2014a, 2014b; Silva et al., 2019) e

recentemente no grupo Lachesis (de Souza and Almeida-Santos, 2020).
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A modificagdo anatébmica na por¢do distal do Utero aglandular (juncdo Utero-vaginal),
das espécies M. altirostris, M. ibiboboca e M. surinamensis da linhagem BRT, apresenta uma
morfologia helicoidal e se assemelha com a conformagdo da Tor¢cdo Muscular Uterina
(UMT), descrita por Almeida-Santos and Saloméo (2002) e renomeada de Uterine Muscular
Coiling (UMC) por Muniz-Da-Silva et al. (2018). Entretanto, 0 UMC das espécies de
Micrurus possuia uma morfologia discreta e de curto comprimento. Possivelmente a estrutura
do UMC seja de ocorréncia sazonal, pois a maioria das fémeas analisadas exibiam o oviduto
liso (sem ondulages). Funcionalmente o0 UMC e estimulado por fatores hormonais, de forma
a promover a retengdo dos espermatozoides, vivos e vidveis até o pré-ovulatério (Almeida-
Santos and Salomao, 2002; Schuett et al., 2002). A presenca dos espermatozoides no limen
uterino (porcdo helicoidal), com a matriz carreadora (massa gelatinosa), corrobora a hipétese
de uma retencdo dos gametas nessa regido do oviduto com UMC. Porém, outras analises sao
necessarias para investigar a ocorréncia do UMC em outras espécies do género Micrurus,
correlacionando essa estratégia com a variacdo hormonal e a sazonalidade dentro do ciclo

reprodutivo.

4.3 — Concluséao
A estratégia de ciclo reprodutivo apresenta-se conservado na linhagem BRM, como
caracteristica o grupo possui um ciclo sazonal de curta duracdo, abrangendo duas esta¢fes. No
clado BRT ha a ocorréncia de dois padrGes de ciclo produtivo sazonal, o de curta duragéo
apresentado por M. ibiboboca e M. altirostris, e o padrdo de ciclo de extensa duracéo,
superior a 7 meses, como observado M. surinamensis. Existe uma tendéncia da primavera ser
o0 periodo reprodutivo e ovulatério das fémeas, e consequentemente, a época de eclosdo dos

filhotes acaba ocorrendo no verao, no periodo mais quente do ano.
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As espécies de ambos os clados apresentaram em comum, a estratégia de estocagem
de espermatozoides de curta e longa duragdo. A estocagem foi constatada em glandulas
alveolares compostas apresentando ductos ciliados, na lamina propria do infundibulo
posterior, e em glandulas tubulares ciliadas no Utero aglandular. Algumas fémeas de M.
surinamensis, M. ibiboboca e M. altirostris exibiram na porcéo distal do utero aglandular, a
morfologia helicoidal do oviduto, caracteristico da estratégia de estocagem nomeada de UMC.
A estrutura do UMC, em um dos espécimes de M. altirostris, possuia espermatozoides
agregados a uma matriz carreadora (massa gelatinosa) no Iumen. Essa estrutura nao foi

evidenciada em M. paraensis.

M. altirostris apresentou como estratégia uma época de acasalamento extensa,
ocorrendo em qualquer estacdo do ano, esse dado coincide com os periodos de combate,
relatados na literatura para a espécie. Essa estratégia potencializa o nimero de cépulas que a
fémea pode ter ao longo do ano, aumentando o sucesso reprodutivo, porém o investimento
energético para reproducdo acaba sendo maior para ambos os sexos. Em M. ibiboboca e M.
surinamensis o periodo evidenciado de acasalamento foi de duas estacBes, sendo

caracterizado como estratégia de curto periodo de acasalamento.
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CONCLUSAO GERAL

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

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

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

adaptacdo dessa linhagem.

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

espermatozoides pelas fémeas torna-se fundamental para potencializar o sucesso reprodutivo no grupo.



120

A estocagem de espermatozoides de longa duracdo, no Utero aglandular, pode proporcionar maior
competicdo espermatica, nas sucessivas copulas que a fémea tenha ao longo de cada ciclo reprodutivo,

aumentando assim a variabilidade genética de sua ninhada.

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

espermatozoides.
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