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RESUMO

O conjunto de caracteristicas manifestadas por uma espécie que levam ao sucesso reprodutivo
pode ser chamado de estratégias reprodutivas. Isto inclui, por exemplo, o periodo reprodutivo,
0 modo reprodutivo, a sincronia reprodutiva entre machos e fémeas, o tempo de fertilizagéo e
a frequéncia reprodutiva. O género Lachesis € composto de quatro espécies oviparas restritas
as florestas umidas da América Central e América do Sul. Popularmente conhecidas como
surucucu, sdo um grupo de importancia médica, tal como Bothrops e Crotalus. Lachesis muta
¢ a espécie com a maior distribuicdo, e ocorre na América no Sul, na Mata Atlantica e na
Floresta Amazénica. Ao contrario de Bothrops e Crotalus, estudos sobre biologia reprodutiva
para 0 género Lachesis s&o, em sua maioria, desenvolvidos em cativeiro e com foco no
comportamento reprodutivo. Propomos, entdo, descrever em dois capitulos aspectos da
biologia reprodutiva da espécie Lachesis muta investigados a partir da anatomia e morfologia
de seus oOrgdos reprodutivos ao longo das estacdes do ano. No Capitulo 1, investigamos a
biologia reprodutiva de L. muta da Floresta Amazonica e da Mata Atlantica brasileira a partir
de dados de biometria e histologia de animais preservados em colecBes bioldgicas e
provenientes da natureza. No Capitulo 2, descrevemos o oviduto feminino em diferentes
estagios do ciclo reprodutivo. Comparando tanto as duas populacdes quanto a espécie com
outros crotalineos neotropicais, nosso objetivo foi investigar possiveis padrdes para 0 grupo
Viperidae, assim como a hipétese da influéncia de fatores abidticos no ciclo reprodutivo de
serpentes. Encontramos sazonalidade na espermatogénese dos machos para as duas
populacdes, que ocorre ao longo da estacdo chuvosa (novembro a abril) na regido Amazonica,
e no outono e inverno (marco a agosto) na regido da Mata Atlantica. Também houve
sazonalidade na vitelogénese das fémeas, que coincidiu nas duas popula¢fes com a época da
estacdo seca, na Amazbnia, e outono/inverno na Mata Atlantica (maio a setembro).
Adicionalmente, o resultado deste trabalho descreve pela primeira vez a estratégia reprodutiva

de estocagem de espermatozoides nas fémeas do género Lachesis.

Palavras—chave: Biologia reprodutiva. Lachesis muta. Estratégia de estocagem de

espermatozoides. Ciclos reprodutivos. Espermatogénese.



ABSTRACT

The set of characteristics manifested by a species leading to reproductive success can be
called reproductive strategies. These include, for example, the reproductive period, the
reproductive mode, the reproductive synchrony between males and females, the time of
fertilization, and the reproductive frequency. The genus Lachesis comprises four oviparous
species restricted to Central and South American rainforests and popularly known as
bushmasters, and is a group of medical importance, as are Bothrops and Crotalus. Lachesis
muta is the most widely distributed and occurs in South America, at the Atlantic Forest and
the Amazon Rainforest.Unlike Bothrops and Crotalus, reproductive biology studies for the
genus Lachesis weremostly developed in captivity, focusing mainly on reproductive behavior.
We propose to describe in two chapters aspects of the reproductive biology of the Lachesis
muta species investigated from the anatomy and morphology of its reproductive organs over
the seasons of the year. In Chapter 1, we investigate the reproductive biology of L. muta by
biometric and histology data from biological collections, focusing on individuals collected in
the wild. In Chapter 2, we describe the female oviduct at different stages of the reproductive
cycle. Comparing both populations and species with the other neotropical crotalines, we aim
to investigate possibles patterns for the Viperidae group, as well as the hypothesis of the
influence of abiotic factors on the snake reproductive cycle. For both populations, we find
seasonality in male spermatogenesis, which occurs throughout the rainy season in the Amazon
(November to April), and in autumn and winter in the Atlantic Forest (March to August); and
in vitellogenesis of females, which occurs in the dry season in the Amazon and in autumn and
winter in the Atlantic Forest (April to September). In addition, the result of this work
describes for the first time the reproductive strategy of sperm storage in females of the genus
Lachesis.

Keywords: Reproductive biology. Lachesis muta. Sperm storage strategy. Reproductive

cycles. Espermatogenesis.
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reprodutivo em reacdo positiva para o AB na regido glandular.
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CAPITULO 1: Biologia reprodutiva da surucucu-pico-de-jaca, Lachesis muta (Linnaeus,
1766): de Norte a Nordeste do Brasil.

“Em 1788 Carl von Linné nomeou a surucucu de
Crotalus mutus, literalmente “a silenciosa cascavel”.
Quase 40 anos depois, Frangois-Marie Daudin
designou-a em um novo género, Lachesis, 0 nome de
uma das trés Moiras gregas. Na mitologia grega,
Clothos gira o fio da vida; Lachesis, aleatoriamente,
escolhe o comprimento do fio; e Atropos faz o corte
final. Talvez a escolha do jovem herpet6logo francés
refletisse uma aversdo generalizada entre o0s
primeiros naturalistas, bem como o0s perigos
lendarios associados a essa cobra.”

Greene 1997 — Snakes: the Evolution of mistery in
nature.

Lachesis muta. Foto: Otavio A. V. Marques
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1 INTRODUCAO

As serpentes sdo animais extremamente diferenciados, filogeneticamente complexos e
amplamente distribuidos geograficamente, presentes em todos os continentes do mundo com
excecdo apenas das regides polares e da Groenlandia (GREENE, 1997; UETZ; HOSEK,
2014). A ampla diversidade filogenética e biogeogréfica confere as serpentes diferengas
significativas no modo de vida de cada espécie, ocasionando em uma historia de vida rica
entre espécies e populacbes em termos de alimentacdo, reproducdo e demais aspectos de
historia natural (SHINE; BONNET, 2009).

Dentre todas as vertentes que moldam a historia de vida das espécies, certamente a
reproducdo é uma das caracteristicas mais intrigantes. Os organismos buscam otimizar sua
aptidao biologica selecionando a melhor estratégia reprodutiva em determinado ambiente, o
que possibilita 0 sucesso reprodutivo da espécie e sua continuidade ao longo da historia
evolutiva. O conjunto de caracteristicas manifestadas por uma espécie que levam ao sucesso
reprodutivo pode ser chamado de estratégias reprodutivas (VAZZOLER, 1996). Essas
caracteristicas incluem, por exemplo, o periodo reprodutivo, 0 modo reprodutivo, a sincronia
reprodutiva entre machos e fémeas, a época de fecundacdo e a frequéncia reprodutiva
(SEIGEL; FORD, 1987; SHINE, 2003). Os custos e os beneficios que permeiam a reproducao
impdem uma forte selecdo no ajuste de tais estratégias as condicdes ambientais locais e, como
consequéncia, espécies e até populacdes podem apresentar estratégias reprodutivas bem
distintas entre si (SHINE, 2003).

Em uma mesma populacdo, por exemplo, diversos estudos demonstram significativo
dimorfismo sexual entre machos e fémeas, o que inclui o tamanho médio do corpo, tamanho
relativo da cabeca e da cauda, coloracdo e aspectos ecolégicos em geral (dieta, uso do habitat,
nivel de atividade e comportamento) (ALMEIDA-SANTOS et al., 2014; BONNET et al.,
1998; KING, 1989; SHINE, 1993, 1994). O dimorfismo sexual pode tanto ser resultado de
selecdo sexual, em que machos maiores e mais robustos obteriam vantagens em rituais de
combate com outros machos e na competicdo espermatica, quanto decorrer de selecéo natural,
em que fémeas maiores processam e estocam mais energia para a nutricdo dos ovos ou
embrides (BONNET et al., 1998; KING, 1989; SHINE, 1994). Diferencas corporais entre
machos e fémeas de serpentes sdo frequentemente relacionadas com diferencas em estratégias
no sistema de acasalamento (SHINE, 1978). Nas espécies em que ndo ocorre ritual de

combate entre machos, geralmente as fémeas sdao maiores (SHINE, 1994). De fato, quando
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olhamos para a familia Viperidae, na grande maioria das espécies em que é confirmado o
ritual de combate, machos sdo maiores do que as fémeas, como é o caso de algumas espécies
do género Agkistrodon (SHINE, 1994) e Crotalus (ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 1997;
SHINE, 1994). Ja para os viperideos neotropicais, principalmente do género Bothrops,
observa-se uma inversdo nos valores do indice do dimorfismo sexual, e fémeas
frequentemente sdo maiores do que 0s machos ao mesmo tempo em que o ritual de combate
deixa de ser observado para a maioria das especies desse grupo, e a fecundidade das fémeas
aumenta (ALMEIDA-SANTOS et al.,, 2017; BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS,
2014a, 2014b; HARTMANN; LEAO et al., 2014; MARQUES: ALMEIDA-SANTOS, 2004;
MARQUES; KASPEROVICZUS; ALMEIDA-SANTOS, 2013; MONTEIRO et al., 2006;
SAZIMA, 1992; SOLORZANO; CERDAS, 1989; SILVA et al., 2019b; VALDUJO;
NOGUEIRA; MARTINS, 2002).

Outra caracteristica importante e bastante variavel entre as serpentes sdo os ciclos
reprodutivos, ou seja, 0 padrdo de atividade das génadas dos individuos ao longo da estacéo
reprodutiva. De acordo com Mathies (2011), os ciclos reprodutivos podem ser classificados
tanto em nivel individual quanto em nivel populacional. Em nivel individual, o tipo
reprodutivo é classificado seguindo trés padrdes distintos: descontinuo ciclico, quando as
gbnadas ficam quiescentes por algum periodo; continuo ciclico, quando as génadas nao ficam
completamente quiescentes, mas sua atividade é reduzida por algum periodo; e aciclico,
guando as gbnadas exibem niveis constantes de atividade ao longo do ano. Em nivel
populacional, o ciclo reprodutivo pode ser classificado como sazonal, quando os individuos
da populacdo apresentam sincronia nos eventos reprodutivos; ou assazonal, quando ndo ha
sincronia.

Diversos fatores associados (utilizacdo do habitat, alimentacdo, temperatura, umidade
e fotoperiodo) podem influenciar a extensdo do ciclo reprodutivo (MATHIES, 2011)
(SEIGEL; FORD, 1987). Muitas especies de Colubridae da Ameérica do Norte, regido
temperada, apresentam o periodo de vitelogénese e copula restritos ao periodo de primavera
(ALDRIDGE; DUVALL, 2002; MATHIES, 2011(ALDRIDGE, 1979). Por outro lado,
crotalineos norte-americanos sincronizam o inicio da vitelogénese com as estagdes de verdo e
outono, no inverno 0 processo cessa por um periodo de hibernacdo e é finalizado na
primavera, quando ocorre a ovulacao e a fertilizagdo, seguido do nascimento dos filhotes no
verdo até inicio do outono, demonstrando uma marcada sazonalidade reprodutiva que
coincide com épocas mais quentes do ano (ALDRIDGE, 1979; ALDRIDGE; DUVALL,
2002; SEIGEL; HUGGINS; FORD, 1987). Nas regifes tropicais e subtropicais, é possivel
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encontrar espécies capazes de se reproduzir continuamente ao longo de todo o ano
(MATHIES, 2011). Entretanto, a frequéncia dessas espécies € muito menor do que o esperado
por alguns autores (FITCH, 1982), e parte consideravel das espécies tropicais ja estudadas
apresenta ciclo sazonal, como é o caso dos crotalineos (ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO,
2002; ALMEIDA-SANTOS et al., 2017; BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2014a;
BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-SANTOS, 2012; MARQUES, 1996; NOGUEIRA,;
SAWAYA; MARTINS, 2003; SHINE, 2003). Isto deve ocorrer devido a restricGes
filogenéticas, fator influente na reproducdo de serpentes cuja importancia ainda € pouco
quantificada (BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTQOS, 2014a; BELLINI; ARZAMENDIA;
GIRAUDO, 2017; PIZZATTO; ALMEIDA-SANTOS; MARQUES, 2006), e aos custos
energéticos dos eventos reprodutivos (SEIGEL; HUGGINS; FORD, 1987).

Existem 32 espécies da Familia Viperidae descritas para o territorio brasileiro, sendo 2
do género Bothrocophias, 28 do género Bothrops, 1 do género Crotalus e 1 do género
Lachesis (COSTA; BERNILS, 2018), e sdo conhecidas popularmente como jararacas
(Bothrops e Bothrocophias), cascavéis (Crotalus) e surucucu (Lachesis). Varios aspectos
bioldgicos sdo conhecidos para muitas delas, ja que sdo animais peconhentos e de importancia
médica (ALENCAR et al., 2016; GREENE, 1997).

Em relacdo a biologia reprodutiva, os viperideos brasileiros estudados séo: Bothrops
erythromelas (BARROS, 2011), B. insularis (KASPEROVICZUS, 2013), B. jararaca
(ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002; KASPEROVICZUS, 2013) B. leucurus
(BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2014b), B. matogrossensis (MONTEIRO et al.,
2006), B. moojeni (ALMEIDA-SANTOS et al., 2017; NOGUEIRA; SAWAYA; MARTINS,
2003), B. pauloensis (VALDUJO; NOGUEIRA; MARTINS, 2002), B. alternatus (NUNES et
al., 2010; AMARAL, 2015), B. atrox (SILVA et al., 2019a) e Crotalus durissus (ALMEIDA-
SANTOS; SALOMAO, 1997; BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-SANTOS, 2012; SUEIRO,
2013). Nas espécies do género Bothrops, fémeas e machos apresentam ciclos reprodutivos
descontinuos e sazonais, e mostram algumas caracteristicas reprodutivas conservadas em
relacdo aos crotalineos de regiGes temperadas, como o nascimento dos filhotes no verdo e
inicio de outono, e outras caracteristicas distintas, como periodo de cdpula no outono/inverno
(SEIGEL; FORD, 1987; SHINE, 1977b).

Algumas estratégias reprodutivas adotadas por muitas espécies do género Bothrops
sdo similares ao descrito para algumas espécies de Crotalus no que diz respeito a presenca
obrigatoria de estocagem de espermatozoides, a presenca do UMT (uterine muscular twisting)

e a fertilizacdo tardia, ou seja, dissociada do periodo de copula (ALMEIDA-SANTOS;
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SALOMAO, 2002; BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-SANTOS, 2012). A UMT é uma
mudanca morfoldgica que ocorre na regido posterior do Utero, em uma regido também
denominada juncao utero-vaginal (MUNIZ-DA-SILVA et al., 2018). Essa modificacdo pode
estar relacionada com a estocagem de espermatozoides, pois gera uma obstrucdo na regido,
dificultando a passagem de espermatozoides para o Utero anterior por um determinado tempo
(ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002). Apesar de ser comum observar essa estrutura em
viperideos do género Bothrops e Crotalus, ainda ndo ha relatos na literatura para o género
Lachesis. Estas caracteristicas reprodutivas conservadas e atribuidas a maioria das espécies do
género Bothrops e Crotalus vem sendo relacionadas com a inércia filogenética (ALMEIDA-
SANTOS; SALOMAO, 2002; BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2014b).

O género Lachesis Daudin 1803 compreende quatro espécies restritas as florestas
umidas da América Central e América do Sul (VIAL; JIMENEZ-PORRAS, 1967) e sao
conhecidas popularmente como surucucu ou surucucu-pico-de-jaca, devido a textura de suas
escamas. Lachesis stenophrys Cope, 1876, é encontrada do sul da Nicardgua até a regido
central e oeste do Panama (CAMPBELL; LAMAR, 2004) e a costa Atlantica da Costa Rica
(CORRALES et al., 2014); L. melanocephala Solérzano e Cerdas, 1986, é restrita ao sudoeste
da Costa Rica até a fronteira com o Panama (CAMPBELL; LAMAR, 2004); L. acrochorda
(Garcia, 1896), é distribuida ao longo das duas faixas costeiras do Panama e ainda na regido
norte da Colémbia até o noroeste do Equador (FUENTES; CORRALES, 2016). A especie
Lachesis muta (Linnaeus, 1766) € a de maior distribuicdo e ocorre na América do Sul. No
Brasil sdo encontradas duas populacdes que ocupam biomas distintos, uma na regido norte da
Mata Atléntica, do Ceard ao Rio de Janeiro, e outra na Floresta Amazbdnica, no Amapa,
Amazonas, Acre, Pard, Rondbnia, Roraima, Mato Grosso e Goids (CAMPBELL; LAMAR,
2004). Estudos de filogenia e taxonomia sugerem que L. muta € independente das demais
espécies, formando um grupo monofilético (FERNANDES; FRANCO; FERNANDES, 2004;
ZAMUDIO; GREENE, 1997).

Lachesis sdo serpentes de habito noturno e que se alimentam de pequenos mamiferos,
principalmente roedores do género Oryzomys sp. e ratos-de-espinho do género Proechimys
sp., 0 que faz com que alguns autores caracterizem essas serpentes como predadoras seletivas,
ou especialistas (GREENE; SANTANA, 1983; GREENE, 1997; RIPA, 1999; CAMPBELL;
LAMAR, 2004; TURNER; CARMICHAEL; SOUZA, 2008). Exceto, talvez, por
Bothrocophias colombianus (CAMPBELL; LAMAR, 2004), Lachesis é o Unico viperideo
oviparo neotropical, fato que a diferencia dos outros crotalineos neotropicais (AMARAL,

1925). Estas serpentes depositam seus ovos em buracos de troncos caidos, ou deixados por
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mamiferos, e utilizam esses locais como refugio (CAMPBELL; LAMAR, 2004; DE SOUZA,
2007; GREENE, 1997; MOLE, 1924; RIPA, 1994). Estudos de biologia reprodutiva para as
espeécies de Lachesis foram desenvolvidos majoritariamente em cativeiro (CORRALES et al.,
2014; RIPA, 1994; RIPA, 2002). Para as especies da América Central, os autores relatam pela
primeira vez o dimorfismo sexual (machos maiores do que fémeas) e aspectos de
comportamento reprodutivo, como o cuidado parental, o combate entre machos e o
comportamento de corte. Sobre L. muta, estudos com foco em reproducdo (BOYER;
MITCHELL; MURPHY, 1989; CORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016; DE SOUZA, 2007;
EISELE, 2009; MELGAREJO; CUNHA; AGUIAR, 1999) foram também delineados em
cativeiro e descrevem cuidado parental, comportamento de corte e nimero médio de ovos por
ninhada.

Os autores citados acima relatam aspectos convergentes em relacdo ao ciclo
reprodutivo da surucucu. De Souza (2007), ao estudar uma populacdo do sul da Bahia em
cativeiro, afirmou néo existir estagdo reprodutiva definida para Lachesis muta, sugerindo que
a populacdo seria capaz de se reproduzir continuamente ao longo do ano desde que ocorram
frentes frias ou aumento na frequéncia das chuvas. O mesmo fato também foi observado por
Boyer et al. (1989) e por Corrales (2016), que sugerem a simulacdo de uma frente fria e 0
aumento da umidade do cativeiro para desencadear os eventos reprodutivos em L. muta. Por
outro lado, Alves et al. (2014), ao analisar a atividade gonadal de machos e fémeas em
diferentes estacBes do ano de uma populacdo de L. muta do sul da Bahia afirmaram existir
sazonalidade em alguns eventos reprodutivos, como a espermatogénese dos machos.

Controvérsias quanto a sazonalidade ou ndo dos eventos reprodutivos desconsideram
aspectos ambientais ou influéncias do cativeiro. Estas lacunas estimulam novos estudos que
considerem, ndo apenas dados comportamentais, mas também uma analise mais robusta e
criteriosa do trato reprodutivo de machos e fémeas de Lachesis muta. Além disso, a biologia
reprodutiva da populacdo da Floresta Amazdnica permanece desconhecida. Nesse sentido,
este trabalho tem o objetivo de descrever a biologia reprodutiva das duas populacdes de L.
muta que ocorrem no Brasil através da andlise histolégica das gdnadas de individuos
coletados na natureza e preservados em cole¢Bes zooldgicas. Com isso, buscamos responder
as seguintes questdes: 1) O ciclo reprodutivo da surucucu é conservado em relacdo aos demais
crotalineos neotropicais? Isto é, apresenta sazonalidade na atividade gonadal, estratégia de
estocagem de espermatozoide e contragdo muscular uterina (UMT). 2) Influéncias climaticas
sdo capazes de culminar em diferengas nas estratégias reprodutivas entre as duas populacdes

de L. muta encontradas no Brasil?
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Além do interesse inerente ao conhecimento da reproducéo da espécie, Lachesis muta
também sofre com a perda de habitat devido a destruicdo predatéria de seu ecossistema
exclusivo, e a populacio da Mata Atlantica ja foi elencada vulneravel (ALVES; ARGOLO;
CARVALHO, 2014). Assim, o conhecimento sobre a biologia reprodutiva é importante para a

definicdo de estratégias de conservacao para a espécie (ALMEIDA-SANTOS et al., 2014).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Os animais

Foram utilizados espécimes de Lachesis muta, machos e fémeas, fixados em cole¢des
herpetoldgicas e museus zooldgicos. Os animais examinados estdo depositados nas colecdes
das seguintes instituicfes: Instituto Butantan, SP (IBUSP), Museu de Zoologia da USP, SP
(MZUSP), Museu Paraense Emilio Goeldi, PA (MPEG), Fundacdo de Medicina Tropical
Doutor Heitor Vieira Dourado, AM (FMT-HVD), e Museu de Zoologia da Universidade
Estadual de Santa Cruz, BA (MZUESC) totalizando 270 individuos, 125 da Floresta
Amazénica (FA) e 145 do norte da Mata Atlantica (MA) (Tabela 1.1). De todos os espécimes
foram coletados dados de procedéncia e data de coleta/6bito para inferir o padrdo de atividade
dos individuos coletados. A Figura 1.1 mostra as localidades de todos os animais avaliados

neste trabalho.

Tabela 1.1 — Namero total de individuos analisados no trabalho e separados por bioma.

Machos Fémeas Filhotes/Juvenis
Floresta Amaz6nica 57 41 27
Mata Atlantica 56 54 35

2.2 Area de estudo

2.2.1 Floresta Amazonica (FA)

As areas localizadas dentro do bioma Amazbdnico compreendem os Estados do
Amazonas, Acre, Ronddnia, Roraima, Para, Amap4, e partes do Maranhdo, Mato Grosso e

Tocantins. O clima predominante nessa regido é o equatorial (MENDONCA & DANNI-
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OLIVEIRA, 2007), com temperaturas médias relativamente constantes ao longo do ano (24°C
e 26°C). Nos meses de junho a agosto, a temperatura apresenta uma pequena queda devido a
penetracdo de frentes frias.

Em relacdo a pluviosidade, na regido amazoOnica encontram-se 0S mais expressivos
totais pluviométricos do pais em uma distribui¢do heterogénea, tanto espacial quanto temporal
(MENDONGCA; DANNI-OLIVEIRA, 2007). Tal caracteristica permite identificar os subtipos
climaticos da zona equatorial amazoénica. Climatogramas para as principais regides
amostradas foram elaborados a partir de dados do WorldClim versdo 2.0, entre os anos de
1970 e 2018 (Figura 1.2).

2.2.2 Mata Atlantica (MA)

Nas areas de Mata Atlantica onde a espécie em estudo ocorre, o clima é tropical Umido
e quente, ou tropical litoraneo (MENDONCA; DANNI-OLIVEIRA, 2007), influenciado pelas
massas de ar umidas provenientes do oceano Atlantico. Apresenta maior amplitude térmica e
maior variacdo pluviométrica ao longo do ano quando comparado com o bioma Amazénico.
A concentracdo de chuvas se da principalmente no final do verdo até o inverno, e a
temperatura apresenta uma pequena queda nos meses de inverno (MENDONCA; DANNI-
OLIVEIRA, 2007). Climatogramas para essas regides séo apresentados na Figura 1.3.



Figura 1.1 — Mapa da distribuicdo dos animais estudados neste trabalho.
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Figura 1.2 — Climatogramas de trés cidades da regido amazdnica, representando o padrdo para a area da Floresta

Amazonica. Média anual da precipitacdo, temperatura minima e temperatura méaxima de trés cidades.
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Figura 1.3 — Climatogramas de trés cidades do litoral nordestino, representando o padrdo para a area do norte da
Mata Atlantica. Média anual da precipitagdo, temperatura minima e temperatura maxima de trés cidades.

Canavieiras - BA Recife - PE
35 35 500
500
30 30
400
G5 400 o=
LN 2 ol Al o .
o o ~ B 00 B
5 20 300 E 5 20 E
g I ] H £ H
® 15 ‘o w15 ‘o
E l I w0 & g w 8
& 0 )
. 100 . 100
0 0 0 o
Jan  Feb Mar Apr May Jun Jul  Aug Sep Oct Nov Dec lan Feb Mar Apr May Jun  Jul Aug Sep Oct MNov Dec
C—Tmin T max ——Rain T min - T max ——Rain
Natal - RN
35
500
30
o= Legenda:
o T inai
t= I ] o E pluviosidade
2 E
g 5 (1 média das temperaturas minimas (°C)
E 200
2 10 I meédia das temperaturas maximas (°C)
100
5
0 [1]
lan  Feb  Mar Apr May Jun Ju Aug  Sep Ot Nov  Dec
T min — T max ——Rain

Fonte: SOUZA, E. 2020

2.3 Andlise do dimorfismo e maturidade sexual

A maturidade sexual da fémea foi inferida a partir da observacdo de foliculos em
vitelogénese secundaria, ovos, oviduto distendido(ALMEIDA-SANTOS et al., 2014)
(SHINE, 1977a) (Figura 1.4A), presenca de contracdo muscular uterina (UMT — uterine
muscular twisting), ou pela presenca de espermatozoides no trato reprodutivo apds anélise
histologica. Nos machos, a maturidade foi averiguada a partir da observacdo do menor
individuo com ductos deferentes opacos e enovelados (SHINE, 1977a) e, apos analise
histoldgica, a partir da presenca de espermatozoides nos ductos e/ou nos testiculos (Figura
1.4B).

Para a analise do dimorfismo sexual, foram coletados dados morfométricos de
individuos machos e fémeas adultos de Lachesis muta a fim de evitar variagdes ontogenéticas
na forma do corpo (KING, 1989). As medidas coletadas foram: (1) Comprimento rostro-
cloacal (CRC; com fita milimetrada precisdo 0,5 mm); (2) Comprimento da cauda (CC; com

fita milimetrada precisdo 0,5 mm); (3) Comprimento da cabeca (CCAB; com paquimetro
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digital precisdo 0,1 mm); e (4) Largura da cabeca (LCAB, com paquimetro digital precisdo
0,1 mm).

Para comparar o indice de dimorfismo sexual (SSD) foi utilizada a formula proposta
por Shine (1994): SSD =1 — (CRC médio dos adultos do sexo de maior tamanho/CRC médio
dos adultos do sexo de menor tamanho). O SSD é um valor arbitrério e, quando expresso
como negativo, indicam machos maiores do que fémeas, enquanto valores positivos indicam

fémeas maiores do que machos.

Figura 1.4 — Maturidade sexual em fémeas (A) e machos (B). A) Fémea madura em vitelogénese priméaria e com
oviduto distendido. B) Macho maduro com ductos deferentes opacos e enovelados. Legenda: UAd = dtero
aglandular direito; IPd = infundibulo posterior direito; OVd = ovario direito; Rd = rim direito; Dd = ducto

deferente direito. As setas apontam o ducto enovelado.

Fonte: SOUZA, E. 2020

2.4 Caracterizacao do ciclo reprodutivo de machos e fémeas de Lachesis muta

Uma inciséo longitudinal ventral acima da cloaca até dois ter¢cos do comprimento total
do animal foi feita para estudo da anatomia macroscopica e microscopica do trato reprodutivo
dos animais com a analise dos dados de acordo com Almeida-Santos et al. 2014. As medidas
macroscopicas foram dadas em milimetros com auxilio de paquimetro digital precisdo 0,1
mm.

Para todas as fémeas foram registrados os seguintes dados: (1) estagio folicular

(vitelogénese primaria ou vitelogénese secundaria), (2) quantidade de foliculos em
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vitelogénese secundéaria (V2) ou ovos nos ovidutos, (3) o comprimento do maior foliculo
ovariano ou ovo, e (4) a presenca/auséncia da UMT. Para todos os machos foram registrados
(1) o comprimento, a largura e a espessura dos testiculos direito e esquerdo; (2) o aspecto dos
ductos deferentes (opaco e enovelado ou liso e translicido); e (3) o didmetro dos ductos
deferentes direito e esquerdo na regido distal. Para o célculo do volume testicular foi utilizada
a formula: VT = 4/3 © abc, onde a = % comprimento do testiculo, b = % largura ¢ ¢ = %
espessura (SHINE, 1980). O volume testicular foi usado como indicador da atividade
espermatogénica ( FOX, 1956; SHINE, 1977a; VOLSQJE, 1944).

E comum que foliculos maiores de 10 mm sejam considerados foliculos vitelogénicos
(ALMEIDA-SANTOS et al., 2014). Entretanto, para a surucucu, os foliculos de 10 mm eram
ndo-vitelogénicos, uma vez que ndo foi possivel identificar depdsito de vitelo nesses foliculos
em andlise histoldgica (Figura 1.5 A e B). Sendo assim, foliculos acima de 15 mm foram
considerados vitelogénicos (Figura 1.5 C), quando o depdsito de vitelo foi aparente no inicio
da vitelogénese secundaria, representado pela presenca de gordura, que nédo fixa corretamente

na lamina e, portanto, ndo reage a hematoxilina-eosina.

Figura 1.5 — Foliculos de L. muta. Corte longitudinal. Hematoxilina e Eosina. Aumento 4x. A) Foliculos em V1,

10,82 mm; B) Foliculo em V1 com inicio de deposicdo de vitelo; 11,32 mm; C) Foliculo em V2, 15,73 mm. Gr =

granulosa; Oo = o6cito; V = vitelo.

Fonte: SOUZA, E. 2020

2.4.1 Histologia do trato reprodutivo masculino e feminino

Foram coletadas amostras de tecido de machos e fémeas para estudo em microscopia
Optica. Nos machos foram coletados: um fragmento do testiculo direito, um fragmento da
regido distal do ducto deferente e um fragmento do rim direito. As estruturas microscopicas
medidas foram: didmetro dos tubulos seminiferos e altura do epitélio seminifero nos cortes de

testiculo (Figura 1.6A) e didmetro dos tabulos e altura do epitélio dos segmentos sexuais
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renais (Figura 1.6B; SSK - Sexual Segment of the Kidney), na finalidade de quantificar a
variacdo destas estruturas ao longo das estacGes e caracterizar as fases espermatogénicas em

diferentes épocas do ano de acordo com o Quadro 1.1.

Figura 1.6 — Medidas registradas para os machos em corte histolégico. Hematoxilina e eosina, 40x. A) Tubulo
seminifero em corte longitudinal do testiculo, (1) = didametro do tGbulo seminifero, (2) = altura do epitélio do

tibulo seminifero. B) Segmento sexual renal (SSR) em corte longitudinal do rim, (1) = diametro do SSR, (2) =

altura do epitélio do SSR.

Fonte: SOUZA, E. 2020

Quadrol.1 — Classificacdo dos tubulos seminiferos nas fases espermatogénicas.

Estagio Descricao do tubulo seminifero

Regressdo completa: tibulos revestidos apenas por espermatogonias e

1 células de Sertoli; ocorréncia ocasional de poucos espermatozoides no
Iimen.
Inicio da espermiogénese: Espermatog6nias aumentando e dividindo-
: se; presenca de espermatocitos primarios.
Espermiogénese: Espermatides em metamorfose e presenca de poucos
3 espermatozoides.
4 Espermiacdo: espermatozoides maduros no lumen.
Final da Espermiacdo: Espermatdcitos e espermatides diminuindo.
° Espermatozoides ainda abundantes.
6 Inicio da regressdo: Epitélio germinativo reduzido, espermatogdnias,

espermatdcitos e espermatides. Pode haver espermatozoides no limen.

Fonte: Adaptado de (GOLDBERG; PARKER, 1975; KASPEROVICZUS, 2013; SAINT-GIRONS, 1982;
SILVA, 2015)
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Nas fémeas foram coletados: um fragmento do infundibulo posterior e um da regido da
UMT e da vagina na finalidade de verificar estruturas de estocagem de espermatozoide e/ou
plug copulatdrio.

Os fragmentos de tecido coletados, previamente fixados em formol 10% e mantidos
em solucdo etanol 70%, foram submetidos a desidratacdo em série crescente de etanol (80%,
90% e 100%) e diafanizados em xilol fracionado e xilol puro, seguido de inclusdo em
parafina. Os cortes de 5 um de espessura foram feitos com microtomo e em seguida

submetidos a coloragédo basica com hematoxilina-eosina.

2.5 Analises dos dados

Os dados foram analisados de acordo com Zar (1999), utilizando-se teste paramétrico
ou o equivalente ndo paramétrico dependendo da normalidade e homogeneidade das amostras.
As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

Devido a relativa homogeneidade na variacdo de temperatura ao longo do ano e a
expressiva variacao pluviométrica na regido da Floresta Amazénica (FA) , foram definidas
duas estacbes a fim de possibilitar comparagdo estatistica na sazonalidade dos ciclos
reprodutivos de machos e fémeas: a estagdo seca, de maio até outubro, e a estacdo chuvosa, de
novembro até abril. J& para a regido da Mata Atlantica (MA), onde existe tanto variacdo de
temperatura quanto pluviométrica ao longo do ano, foram definidas quatro estacdes: verdo
(janeiro, fevereiro e marco), outono (abril, maio e junho), inverno (julho, agosto e setembro) e
primavera (outubro, novembro e dezembro).

Para inferéncia do padrdo de atividade a partir da data de coleta dos animais, foi
empregada a andlise do Qui-quadrado de Pearson para verificar a probabilidade de
casualidade na distribuicdo dos individuos em diferentes bimestres do ano. O dimorfismo
sexual foi verificado a partir de teste-t na compararacdo do comprimento rostro-cloacal (CRC)
médio de machos e fémeas. Para o comprimento da cauda, da cabeca e largura da cabeca, foi
utilizado andlise de covariancia (ANCOVA), usando o CRC como covariavel.

Para a populagdo da FA, comparamos as medidas da variagdo do volume testicular e o
diametro do ducto deferente por teste-t, uma vez que o tamanho dos 6rgdos ndo mostrou
correlagdo com o CRC dos individuos. Ja para o comprimento do testiculo, avaliamos por
andlise de covariancia, usando o CRC como covaridvel. Para a populacdo da MA essas
medidas ndo estdo disponiveis pois a maioria dos animais estavam sem uma parte do testiculo

direito e/ou esquerdo devido a estudos anteriores.
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O teste-t também foi utilizado para avaliar a variagdo nas medidas microscopicas do
tubulo seminifero do testiculo. A variacdo nas medidas do segmento sexual renal (SSR) foram
comparadas pelo teste de Mann Whitney Wilcoxon, equivalente ndo paramétrico do teste-t.
No caso dos machos da populacdo amazénica, 0 numero amostral permitiu testar a variacdo
das medidas microscopicas levando em consideracdo dois periodos para cada estacdo: final da
estacdo chuvosa (FEC: fevereiro, marco, abril), inicio da estacdo seca (IES: maio, junho,
julho), final da estacdo seca (FES: agosto, setembro, outubro), e inicio da estacdo chuvosa
(IEC: novembro, dezembro, janeiro). Nesse caso o0s testes foram feitos com analise de
variancia (ANOVA) para o tubulo seminifero do testiculo, e teste ndo paramétrico de Krustal
Wallis para o SSR. Anélises estatisticas e graficos foram elaborados no software RStudio ou
no Microsoft Excel.

A fecundidade foi inferida pela contagem do nimero de foliculos em vitelogénese
secundariaou ovos no Utero de fémeas reprodutivas. Primeiro, fizemos um teste de regressao
entre 0 comprimento rostro-cloacal da mde e a fecundidade, entre o comprimento total
materno e a fecundidade, e entre o didmetro do maior ovo ou foliculo e 0 comprimento rostro-
cloacal materno utilizando os dados de 10 fémeas analisadas neste trabalho, sendo duas da FA
e oito da MA. Em um segundo momento, 0os mesmos testes foram repetidos acrescentando-se
dados de mais quatro fémeas provenientes da literatura. Ndo comparamos a fecundidade entre
as duas localidades devido ao baixo numero amostral de fémeas em V2 ou prenhes na regido
da Floresta Amazonica.

O ciclo reprodutivo das fémeas foi elaborado a partir da analise da distribuicdo dos
foliculos e/ou ovos ao longo do ano. O periodo de cépula foi estimado a partir da observagéo
de espermatozoides e/ou plug copulatério em andlises histol6gicas da vagina, e da época de
maior concentracdo de fémeas em vitelogénese secundaria (ALMEIDA-SANTOS et al.,
2014). De acordo com dados da literatura (ALVES; ARGOLO; CARVALHO, 2014;
BOYER; MITCHELL; MURPHY, 1989; CORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016; DE
SOUZA, 2007), o comprimento total dos filhotes ao nascer varia de 40 a 61 cm
aproximadamente. Portanto, exemplares da amostra que apresentavam comprimento entre
esses valores foram considerados filhotes recém-nascidos. Juvenis com mais de 12 meses de
vida apresentaram tamanho medio de 122 cm (BOYER; MITCHELL; MURPHY, 1989),
portanto, exemplares de comprimento entre 61 cm e 122 cm foram considerados juvenis em
primeiro ano de vida.

Fotografias foram feitas no Microscopio Olympus BX 51, acoplado a camera digital

Olympus DP73. As medidas microscopicas foram feitas utilizando o software de imagem
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cellSens, em aumento 20x. O preparo histolégico foi feito no laboratorio particular
VETPAT Patologia e Biologia Molecular Veterinaria, no Laboratogio de Biologia Celular do
Instituto Butantan e no Laboratdgio de Citogenética do Instituto Butantan. As fotografias

foram feitas no Laboratério de Biologia Celular do Instituto Butantan.

3 RESULTADOS

3.1 Inferéncia do padréao de atividade a partir dos animais coletados

3.1.1 Populacdo Amazénica

Foi avaliado um total de 95 individuos adultos, sendo 54 machos e 41 fémeas. No caso
dos machos, o nimero de animais coletados no bimestre de maio/junho foi significativamente
superior ao restante do ano (Figura 1.6), ou seja, ao bimestre de julho/agosto (X2 = 14,6; gL =
5; p = 0,0143), setembro/outubro (p = 0,0028), novembro/dezembro e janeiro/fevereiro (p =
0,0278). Em relacdo as fémeas, 0 nimero de animais coletados no bimestre de marco/abril e
de maio/junho foi significativamente superior ao bimestre de novembro/dezembro (X2 =
9,1951, gL =5; p = 0,0348 e p = 0,0075, respectivamente; Figura 1.7).



36

Figura 1.7 — NUmero de individuos adultos de Lachesis muta da Amazonia coletados ao longo dos anos. O eixo X
representa os bimestres: JF = janeiro/fevereiro; MA = marco/abril; MJ = maio/junho; JA = julho/agosto; SO =
setembro/outubro; ND = novembro/dezembro; o eixo y representa 0 nimero de individuos coletados por
bimestre. Barras azuis = machos; barras vermelhas = fémeas. Asterisco (*) = indica os bimestres com diferencas

significativas tanto para machos quanto para fémeas.
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3.1.2 Populagéo da Mata Atlantica

Foi avaliado um total de 94 individuos adultos, sendo 47 machos e 47 fémeas. No caso
dos machos, o numero de animais coletados no bimestre de julho/agosto foi
significativamente superior ao bimestre de maio/junho (X2 = 17,723; gL = 5; p = 0,0218), e
janeiro/fevereiro (p = 0,0017) (Figura 1.8). Em relacdo as fémeas, 0 numero de animais
coletados no bimestre de marco/abril foi significativamente superior ao bimestre de
novembro/dezembro (X2 =9.0426, gL =5; p =0,012; Figura 1.8).
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Figura 1.8 — NUmero de individuos adultos de Lachesis muta da Mata Atlantica coletados ao longo dos anos. O
eixo X representa 0s bimestres: JF = janeiro/fevereiro; MA = margo/abril; MJ = maio/junho; JA = julho/agosto;
SO = setembro/outubro; ND = novembro/dezembro; o eixo y representa o nimero de individuos coletados por
bimestre. Barras azuis = machos; barras vermelhas = fémeas. Asterisco (*) = indica os bimestres com diferencas

significativas entre machos (azul) e fémeas (vermelho).
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3.2 Maturidade sexual

3.2.1 Populacdo Amazénica

A menor fémea sexualmente madura tinha 1640 mm de CRC (Figura 1.9),
apresentando foliculos em vitelogénese primaria e Gtero anterior distendido. Em relacdo aos
machos, o menor individuo sexualmente maduro tinha 1280 mm de CRC, no inicio da
espermatogénese. No caso dos machos, foi verificado certa variacdo entre os individuos da
populacdo (Figura 1.10), isto &, alguns machos maiores de 1280 mm foram considerados

imaturos.
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Figura 1.9 — NUmero de fémeas de Lachesis muta amostradas de acordo com a maturidade sexual - FA. O eixo X

representa 0 comprimento rostro-cloacal em milimetros de todos os individuos amostrados; o eixo y representa o

ntmero de individuos. Barras escuras representam fémeas imaturas e barras claras representam fémeas maduras.

NUmero de individuos

Fémeas

30 ®lImaturas ®Maturas

25

20

15

10

(&)]

<1500

1501-1599 1600-1699 1700-1799

CRC (mm)

> 1800

Fonte: SOUZA, E. 2020

Figura 1.10 — NUmero de machos de Lachesis muta amostrados de acordo com a maturidade sexual - FA. O eixo

X representa o comprimento rostro-cloacal em milimetros de todos os individuos amostrados; o eixo y representa

0 numero de individuos. Barras escuras representam machos imaturos e barras claras representam machos

maduros.
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3.2.2 Populacdo da Mata Atlantica

Observamos uma fémea sexualmente madura com 1420 mm de CRC (Figura 1.11),
apresentando vitelogénese primaria e UMT bem desenvolvido, possivelmente em seu
primeiro episodio reprodutivo. Em relacdo aos machos, o menor individuo sexualmente

maduro tinha 1300 mm de CRC (Figura 1.12), apresentando ductos enovelados e opacos.

Figura 1.11 — Ndmero de fémeas de Lachesis muta amostradas de acordo com a maturidade sexual - MA. O eixo
X representa o comprimento rostro-cloacal em milimetros de todos os individuos amostrados; o eixo y representa
0 numero de individuos. Barras escuras representam fémeas imaturas e barras claras representam fémeas

maduras.
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Figura 1.12 — Numero de machos de Lachesis muta amostrados de acordo com a maturidade sexual - MA. O
eixo x representa o comprimento rostro-cloacal em milimetros de todos os individuos amostrados; o eixo y
representa 0 ndmero de individuos. Barras escuras representam machos imaturas e barras claras representam

machos maduras.

Machos

35 ®mImaturos = Maturos
8 30
=)
3 25
>
S 20
£
s 15
o 10
A =
E L [ e
z < 1500 1501-1599  1600-1699  1700-1799 > 1800

CRC (mm)

Fonte: SOUZA, E. 2020

3.3 Dimorfismo sexual

3.3.1 Populagdo Amazonica

Foi encontrado dimorfismo sexual no Comprimento Rostro-Cloacal (CRC) (Tabela
1.2; Figura 1.13) e no Comprimento da Cauda (CC) (Tabela 1.2; Figura 1.14) entre 0s
individuos adultos machos e fémeas de Lachesis muta. Os machos apresentaram tanto maior
tamanho corporal do que as fémeas (t = -2,6545, gL = 91, p = 0,009; Tabela 1.2; Figura 1.12),
quanto maior tamanho da cauda (ANCOVA, F2g = 42,19, p <0,00001; Tabela 1.2; Figura
1.13). O indice de dimorfismo sexual (SSD) foi de — 0,062.

Em relagédo ao Comprimento da Cabegca (CCAB) (ANCOVA, F = 0,04 e p = 0,83;
Tabela 1.2) e a Largura da Cabeca (LCAB) (ANCOVA, F=1,88¢e p =0,17; Tabela 1.2), as
fémeas apresentaram valores médios maiores do que os machos, porém a diferenca néo foi

significativa (Figura 1.15 e 1.16).
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Tabela 1.2 — Dados morfolégicos dos individuos adultos machos e fémeas da populacdo Amazdnica de L. muta.

DP = desvio padro.

Machos Fémeas
Variavel Média +
DP Minimo-Méximo n Média+ DP Minimo-Maximo n
1975,8 + 18595 +
CRC (mm) 1500-2520 53 1640-2680 40
237,53 206,46
185,22 + 168,58 +
CC (mm) 140-215 54 130-195 41
19,22 14,26
67,7
CCAB (mm) 55,37-76,9 51 67,78 +4,36 56,42-75,41 38
LCAB (mm) ’ 33,19-55,67 51 44,28 +5,88 31,97-55 37

Fonte: SOUZA, E. 2020

Figura 1.13 — Média e varia¢do do comprimento rostro-cloacal (CRC) entre individuos adultos machos e fémeas
de L. muta. Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o desvio padrdo e

linhas verticais os limites maximo e minimo observados. O asterisco (*) indica diferenca significativa.
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Figura 1.14 — Correlacdo entre comprimento rostro-cloacal (CRC) e comprimento da cauda (CC) entre machos e

fémeas de L. muta. Pontos vermelhos sdo os valores observados para as fémeas e pontos azuis os valores

observados para 0os machos.
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Figura 1.15 — Correlagdo entre comprimento rostro-cloacal (CRC) e comprimento da cabeca (CCAB) entre

machos e fémeas de L. muta. Pontos vermelhos sdo os valores observados para as fémeas e pontos azuis 0s

valores observados para 0s machos.
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Figura 1.16 — Correlacdo entre o comprimento rostro-cloacal (CRC) e a largura da cabeca (LCAB) entre machos
e fémeas de L. muta. Pontos vermelhos representam valores observados para fémeas e pontos azuis valores

observados para machos.
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3.3.2 Populagéo da Mata Atlantica

Foi encontrado dimorfismo sexual no Comprimento Rostro-Cloacal (CRC) (Tabela
1.3; Figura 1.17) e no Comprimento da Cauda (CC) (Tabela 1.3; Figura 1.18) entre o0s
individuos adultos machos e fémeas de Lachesis muta. Os machos apresentaram tanto maior
tamanho corporal do que as fémeas (t = -2.8953, gL = 88, p = 0,004777; Tabela 1.3; Figura
1.16), quanto maior tamanho da cauda (ANCOVA, F2g = 12,53, p < 0,0001; Tabela 1.3;
Figura 1.17). O indice de dimorfismo sexual (SSD) foi de — 0,009.

Em relacdo ao Comprimento da Cabeca (CCAB) (Pearson; p = 0,06576; t = -0,5304,
gL =43, p = 0,5986; Tabela 1.3) e a Largura da Cabeca (LCAB) (Pearson; p = 0,631; t = -
1.8678, gL = 28, p = 0,07229; Tabela 1.3), e 0s machos apresentaram valores médios maiores

do que as fémeas, porém ndo houve diferenca significativa (Figura 1.19 e 1.20).
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Tabela 1.3 — Dados morfoldgicos dos individuos adultos machos e fémeas da populacdo da Mata Atlantica de L.

muta. DP = desvio padréo.

Machos Fémeas
Variavel Média +
DP Minimo-Méximo n Média= DP Minimo-Méaximo n
18948 + 1737,98 +
CRC (mm) 1510-3200 43 1444-2200 47
319,40 181,19
157,84 + 143,40 £
CC (mm) 60-184 43 101-166 47
19,64 12,9
70,45 +
CCAB (mm) 30-85 24 69,05 +5,28 60-78 21
11,13
40,94 +
LCAB (mm) 5 41 32,36-52 13 37,76 £ 3,93 30-44,82 17

Fonte: ALVES et al., 2014

Figura 1.17 — Média e variacdo do comprimento rostro-cloacal (CRC) entre individuos adultos machos e fémeas
de L. muta da Mata Atlantica. Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o

desvio padrdo e linhas verticais os limites maximo e minimo observados. O asterisco (*) indica diferenca

significativa.
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Figura 1.18 — Correlacdo entre comprimento rostro-cloacal (CRC) e comprimento da cauda (CC) entre machos e
fémeas de L. muta da Mata Atlantica. Pontos vermelhos séo os valores observados para as fémeas e pontos azuis

os valores observados para 0os machos.
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Figura 1.19 — Média e variacdo do comprimento da cabe¢a (CCAB) entre individuos adultos machos e fémeas de
L. muta da Mata Atléntica. Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o

desvio padréo e linhas verticais os limites maximo e minimo observados.
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Figura 1.20 — Média e variacdo da largura da cabeca (LCAB) entre individuos adultos machos e fémeas de L.
muta da Mata Atlantica. Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o

desvio padréo e linhas verticais os limites maximo e minimo observados.
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3.4 Ciclo reprodutivo dos machos

3.4.1 Populacédo da Floresta Amazénica

3.4.1.1 Variagao do comprimento e volume testicular

Um total de 23 machos foram utilizados para obtencdo de medidas do testiculo, sendo
10 da estacdo seca e 13 da chuvosa. Para o volume testicular, o valor médio para a estacdo
seca foi 7,76 mm?3 e 7,35 mm3 para a estacdo chuvosa. Ja no caso do comprimento testicular, o
valor médio para a estagcdo chuvosa foi maior. Entretanto, ndo foi encontrada nenhuma
variacdo significativa tanto no comprimento (ANCOVA; F = 5,552, p = 0,68; Figura 1.21)
quanto no volume testicular (t = -1,1555, gL = 20, p = 0,26; Figura 1.22) entre as estacoes

seca e chuvosa.
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Figura 1.21 — Correlagdo entre comprimento rostro-cloacal (CRC) e comprimento do testiculo de machos de L.
muta. Pontos pretos sdo os valores observados para a estagdo chuvosa e pontos cinzas os valores observados para

a estacdo seca.
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Figura 1.22 — Média e variacdo do Log do Volume Testicular entre individuos adultos machos de L. muta ao
longo das estagBes seca e chuvosa. Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das

caixas o desvio padrdo e linhas verticais os limites maximo e minimo observados.
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3.4.1.2 Variagao do diametro do ducto deferente

Um total de 18 machos foram utilizados para obtencdo das medidas do ducto
deferente., O valor médio para a estagcdo seca foi de 3,03 mm e 2,65 mm para aa estacdo
chuvosa Entretanto, ndo foi encontrada nenhuma variagédo significativa no didmetro do ducto
deferente ao longo das estacGes seca (n = 9) e chuvosa (n = 9) (t = -1,3562, gL = 16, p = 0,19;
Figura 1.23)

Figura 1.23 — Média e variagdo do Diametro do Ducto Deferente entre individuos adultos machos de L. muta ao
longo das estagBes seca e chuvosa. Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das

caixas o desvio padrao.
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3.4.1.3 Ciclo espermatogénico

Foram examinados um total de 22 machos maduros, sendo 10 da estacdo chuvosa
(novembro a abril) e 12 da estacdo seca (maio a outubro). A regresséo testicular (estagio 1;
Figura 1.24 A) foi encontrada em quatro individuos coletados apenas durante a estacao seca,
nos meses de setembro (n = 2) e outubro (n = 2). O inicio da espermiogénese (estagio 2) foi
observada em dois individuos, um no inicio da estagdo chuvosa, no més de novembro, e um
no inicio da estacdo seca, no més de maio. A espermiogénese (estagio 3; Figura 1.24 B) foi
observada em 9 animais, tanto na estacdo seca (maio, n = 3; julho, n = 1) quanto na estacao
chuvosa (novembro, n = 1; dezembro, n = 1; abril, n = 3). A espermiacdo, fase do pico de
producdo de espermatozdides (estagio 4; Figura 1.24 C) foi encontrada em quatro machos,
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sendo um coletado no inicio da estacdo seca (maio) e o restante na estacdo chuvosa
(novembro, marco e abril). O final da espermiacdo (estagio 5; Figura 1.24 D) foi observada

em dois animais coletados na estacdo seca (julho e agosto).

Figura 1.24 — Ciclo espermatogénico de L. muta. A) Regressdo testicular — estagio 1 (outubro; 20x); B)
Espermiogénese — estagio 3 (abril; 20x); C) Espermiacdo — estagio 4 (marco; 20x); D) Final da espermiagéo —

estagio 5 (julho; 20x). O asterisco (*) indica a presenca de espermatozoides.
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Fonte: SOUZA, E. 2020.

Para a primeira analise que considerou a estagdo seca e chuvosa, as medidas do
didmetro do tabulo seminifero tiveram variacao significativa entre as estagdes (t = 2.6728, gL
= 17, p = 0,01606; Figura 1.25). A média observada para a estacdo chuvosa foi de 330,192
uUm, enquanto a média observada para a estacdo seca foi de 219,240 um. A mesma diferenca
foi observada para a variacdo das medidas da altura do epitélio dos tibulos seminiferos (t =
3.7681, gL = 17, p = 0,001533; Figura 1.26). A média observada para a estacdo chuvosa foi

de 85,764 um, enquanto a média observada para a estagdo seca foi de 43,744 um.
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Figura 1.25 — Média e variacdo do comprimento do Log do Didmetro do Tubulo Seminifero para duas estacGes.

Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o desvio padrdo e linhas

verticais os limites maximo e minimo observados. O asterisco (*) indica diferenca significativa.
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Figura 1.26 — Média e variagdo do comprimento da altura do Log do Epitélio do Tubulo Seminifero para duas

estacBes. Linhas horizontais no interior das caixas representam a media, limite das caixas o desvio padrdo e

linhas verticais os limites m&ximo e minimo observados. O asterisco (*) indica diferenca significativa.
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Para 0 segundo método de andlise, que considerou as duas estacfes divididas em
quatro periodos (inicio e fim da estacdo chuvosa e inicio e fim da estacdo seca), as variaveis
continuaram apresentando diferencas significativas. Para o didmetro do tdbulo seminifero
(ANOVA, F = 7,859, p = 0,0022; Figura 1.27), o teste a posteriori de Tukey revelou que a
diferenca esté entre a amostra do final da estacdo chuvosa (FEC: fevereiro, marco e abril) e do
final da estacédo seca (FES: agosto, setembro e outubro) (Tukey FEC-FES, p = 0,00109). Para
a altura do epitélio (ANOVA, F = 13,49, p = 0,000156; Figura 1.28), o teste a posteriori de
Tukey apresentou trés periodos de diferenca significativa entre as medidas microscopicas:
inicio da estacdo chuvosa (IEC: novembro, dezembro e janeiro) e inicio da estagdo seca (IES:
maio, junho e julho) (Tukey IEC-IES, p = 0,0173), inicio da esta¢do chuvosa (IEC) e final da
estacdo seca (FES) (Tukey IEC-FES, p = 0,00331), e final da estacdo chuvosa (FEC) e final
da estacdo seca (FES) (Tukey FEC-FES, p = 0,0000954).

Figura 1.27 — Média e varia¢do do comprimento do Log do Didametro do Tubulo Seminifero (eixo y) para quatro
estagcBes (eixo x). Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o desvio
padrédo e linhas verticais os limites madximo e minimo observados. O asterisco (*) indica diferenca significativa.
FEC = final da estagdo chuvosa; IES = inicio da estacdo seca; FES = final da estacdo seca; IEC = inicio da

estacdo chuvosa.
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Figura 1.28 — Média e variacdo do comprimento do Log do Epitélio do Tubulo Seminifero (eixo y) para quatro
estacBes (eixo X). Limites representam intervalos de 95% de confianca. FEC = final da estacdo chuvosa; IES =

inicio da estacdo seca; FES = final da estagdo seca; IEC = inicio da estagdo chuvosa.
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Fonte: SOUZA, E. 2020

3.4.1.4 Estocagem no ducto deferente

Em relacdo a estocagem de espermatozoides no ducto deferente, foram examinados 19
individuos machos adultos. O ducto esvaziado foi observado em um individuo (Figura 1.29
A), coletado no més de setembro e que também apresentava tubulo seminifero quiescente.
Entre o final da estacdo chuvosa e inicio da estacdo seca, nos meses de abril, maio e julho, foi
observada uma quantidade reduzida de espermatozoides estocados no ducto deferente de
alguns individuos (n = 4; Figura 1.29 B). O restante dos animais analisados apresentou ducto
deferente completamente cheio independente do més ou da estacdo em que foram coletados (n
= 14; novembro, dezembro, marco, abril, maio, julho e agosto; Figura 1.29 C e D).
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Figura 1.29 — Estocagem de espermatozoides no ducto deferente. A) Ducto deferente esvaziado (setembro; 10x);

B) Ducto deferente com poucos espermatozoides (maio; 4x); C) Ducto deferente cheio (agosto; 4x); D) Ducto

deferente cheio em maior aumento (agosto; 20x). O asterisco (*) indica a presenca de espermatozoides.

Fonte: SOUZA, E. 2020.

3.4.1.5 Segmento Sexual Renal (SSR)

Para avaliacdo da hipertrofia do segmento sexual renal (SSR) foram examinados 21
machos adultos, sendo 10 individuos coletados na estacdo chuvosa e 11 individuos coletados
na estacao seca.

Em andlise visual preliminar comparativa do didmetro do segmento sexual renal, a
maioria dos machos apresentavam os tdbulos do SSR altamente ou moderadamente
hipertrofiado ao longo do ano, sugerindo um padrao asazonal para essa estrutura. Além disso,
também verificamos assincronia entre os individuos da populacdo. Apenas 4 machos
aparentavam hipotrofia do SSR, coletados tanto na estacdo seca quanto na chuvosa (outubro,
n = 2; novembro, n = 1; abril, n = 1; Figura 1.30 A). Oito individuos aparentavam SSR
moderadamente hipertrofiado, coletados em ambas as esta¢des (novembro, n = 1; dezembro, n
= 1; abril, n = 2; maio, n = 1; julho, n = 1; agosto, n = 1; setembro, n = 1; Figura 1.30 B), e 8
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individuos observados apresentaram o SSR altamente hipertrofiado, também coletados em
ambas as estacdes (novembro, n = 2; marco, n = 1; maio, n = 3; julho, n = 1; setembro, n = 1;
Figura 1.30 C e D).

Para as medidas microscopicas, o teste de Mann Whitney Wilcoxon foi utilizado. O
didmetro dos tabulos do SSR apresentou diferenca significativa entre as estacdes seca e
chuvosa. O valor medio para a estacdo chuvosa foi de 151 pum, significativamente maior (W =
78, p = 0,00028; Figura 1.31) do que o valor médio de 99,46 um para a estacdo seca. O
mesmo foi observado para a altura do epitélio do SSR, em que o valor médio para a estacéo
chuvosa foi de 57,78 um, significativamente maior (W = 66, p = 0,001234; Figura 1.32) do
que o valor médio de 41,50 um para a estacdo seca.

Figura 1.30 — Ciclo do Segmento Sexual Renal. Corte longitudinal. Hematoxilina-eosina. A) SSR hipotrofiado
no final da estacdo chuvosa (abril; 10x); B) SSR moderadamente hipertrofiado na estacdo seca (setembro; 10x);

C) e D) SSR hipertrofiado no inicio da estacdo chuvosa (novembro; 10x). As setas indicam os tGbulos do SSR.
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Fonte: SOUZA, E. 2020
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Figura 1.31 — Média e variacdo do comprimento do Log do Diametro do Segmento Sexual Renal (SSR) para
duas estacg@es. Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o desvio padrdo e

linhas verticais os limites maximo e minimo observados. O asterisco (*) indica diferenca significativa.
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Figura 1.32 — Média e variagdo do comprimento do Log da Altura do Epitélio do Segmento Sexual Renal (SSR)
para duas estagOes. Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o desvio

padréo e linhas verticais os limites madximo e minimo observados. O asterisco (*) indica diferenca significativa.
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J& no segundo método de andlise, as varidveis ndo apresentaram diferencas
significativas. Para o didmetro do SSR, o teste de Krustal Wallis ndo apontou nenhuma
diferenca significativa entre as estacdes avaliadas (Krustal Wallis, X2 = 0,51754, gL =3, p =
0,915; Figura 1.33). Para a altura do epitélio do SSR, também néo foi encontrada diferenca
significativa (ANOVA, F = 0,136, p = 0,937; Figura 1.34).

Figura 1.33 — Média e variacdo do comprimento do Log do Diametro do Segmento Sexual Renal (eixo y) para
quatro estacBes (eixo x). Limites representam intervalos de 95% de confianca. FEC = final da estagdo chuvosa;

IES = inicio da estacdo seca; FES = final da estacdo seca; IEC = inicio da esta¢éo chuvosa.
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Figura 1.34 — Média e varia¢do do comprimento do Log da Altura do Epitélio do Segmento Sexual Renal (eixo
y) para quatro estagdes (eixo x). Limites representam intervalos de 95% de confianca. FEC = final da estacdo

chuvosa; IES = inicio da estagdo seca; FES = final da estacdo seca; IEC = inicio da estagdo chuvosa.
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3.4.2 Populacéo da Mata Atlantica

3.4.2.1 Ciclo espermatogénico

Foram examinados um total de 13 machos maduros, sendo 8 das esta¢fes outono e
inverno (20 de marco até 21 de setembro) e 5 das estagdes primavera e verdo (22 de setembro
até 19 de margo). A regressdo testicular (estagio 1; Figura 1.35 A) foi encontrada em trés
individuos coletados nos meses de novembro, dezembro e fevereiro (primavera/verdo). O
inicio da espermiogénese (estagio 2) foi observada em quatro individuos nos meses de margo,
abril, maio e julho (outono/inverno). A espermiogénese (estagio 3; Figura 1.35 B e C) foi
observada em quatro animais, nos meses de junho, julho e agosto (outono/inverno). A
espermiacdo, fase do pico de producdo de espermatozoides (estagio 4; Figura 1.35 D) foi
encontrada em um macho coletado em janeiro (verdo). Um macho coletado em agosto

(inverno) estava no inicio da regressdo testicular (estagio 5).
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Figura 1.35 — Ciclo espermatogénico de L. muta. A) Regressdo testicular — estagio 1 (dezembro; 20x); B)
Espermiogénese — estagio 3 (julho; 20x); C) Espermiogénese — estagio 3 (agosto; 20x); D) Espermiacdo —

estagio 4 (janeiro; 10x). O asterisco (*) indica a presenca de espermatozoides.

Fonte: SOUZA, E. 2020.

Para a primeira analise, as medidas do didmetro do tdbulo seminifero ndo tiveram
variacdo significativa entre as estacbes Outono/Inverno (O/1) e Primavera/Verdo (P/V) (t =
1.6701, gL = 10, p = 0,1259; Figura 1.36 A). A media observada para a estacdo O/I foi de
215,166 um, maior do que a média de 160,446 um observada para a estacdo P/V. Também
ndo encontramos diferenca significativa para a variacdo das medidas da altura do epitélio dos
tubulos seminiferos (t = 1.6731, gL = 10, p = 0,1253; Figura 1.37 A). A média observada para
a estagdo O/l foi de 63,236 um, maior do que a média de 37,495 pumobservada para a estacao
P/V.

Considerando as estacOes separadamente, também ndo foi verificada nenhuma
diferenca significativa tanto para as medidas do diametro do tdbulo seminifero (ANOVA; F =
1,664, p = 0,243; Figura 1.36 B) quanto para as medidas da altura do epitélio do tabulo
seminifero (ANOVA,; F = 1.325, p = 0.313; Figura 1.37 B).
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Figura 1.36 — Média e variacdo do Log do Diametro do Tubulo Seminifero. A) Duas estaces. O/l =
outono/inverno; P/V = primavera/verdo. B) Trés esta¢des. Verde = outono; Vermelho = Inverno; Azul = Veréo.
Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o desvio padrdo e linhas

verticais os limites maximo e minimo observados.
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Figura 1.37 — Media e variacdo do Log da altura do Epitélio do Tubulo Seminifero. A) Duas esta¢des. O/l =
outono/inverno; P/V = primavera/verdo. B) Trés estaces. Verde = outono; Vermelho = Inverno; Azul = Ver&o.
Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o desvio padrdo e linhas

verticais os limites maximo e minimo observados.
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3.4.2.2 Estocagem no Ducto Deferente

Foram examinados um total de 9 machos maduros, sendo 7 das estagbes outono e
inverno (20 de marco até 21 de setembro) e 2 das estagdes primavera e verdo (22 de setembro
até 19 de marco). Dois machos, um coletado em abril e outro em maio (outono) apresentava
poucos espermatozoides no ducto. O restante dos animais (n = 7) apresentou ductos cheios de
espermatozoides em todos os meses avaliados (janeiro, fevereiro, maio, junho, julho e

agosto).
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3.4.2.3 Ciclo do Segmento Sexual Renal (SSR)

Foram examinados um total de 12 machos maduros, sendo 8 das estacGes outono e
inverno (20 de margo até 21 de setembro) e 4 das estacOes primavera e verao (22 de setembro
até 19 de margo). A hipotrofia do SSR (Figura 1.38 A) foi encontrada em dois individuos
coletados nos meses de fevereiro e marco (verdo). O SSR moderadamente hipertrofiado
(Figura 1.38 B) foi observada em trés individuos nos meses de novembro, abril e maio
(primavera/outono). A hipertrofia do SSR (Figura 1.38 C e D) foi observada em 7 machos
coletados nos meses de maio, junho (outono), julho, agosto (inverno) e janeiro (verdo).

Figura 1.38 — Ciclo do Segmento Sexual Renal. Corte longitudinal. Hematoxilina-eosina. A) SSR hipotrofiado
no verdo (fevereiro; 10x); B) SSR moderadamente hipertrofiado no outono (abril; 10x); C) e D) SSR
hipertrofiado no inverno (julho e agosto; 10x). As setas indicam os tlbulos do SSR.

Fonte: SOUZA, E. 2020

Para a primeira analise, as medidas do diametro do tbulo do SSR nédo tiveram
variacdo significativa entre as estacbes Outono/Inverno (O/1) e Primavera/Verdo (P/V) (t =
1.5587, gL = 10, p = 0,1501; Figura 1.39 A). A média observada para a estacdo O/I foi de
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126,77 um, maior do que a média de 99,56 um observada para a estacdo P/V. Também néo
encontramos diferenca significativa para a variagdo das medidas da altura do epitélio dos
tubulos do SSR (t = 1.0628, gL = 10, p = 0,3129; Figura 1.40 A). A média observada para a
estacdo O/l foi de 50,71 um, maior do que a media de 39,97 um observada para a estacdo
P/V. Considerando as estagdes separadamente, também ndo foi verificada nenhuma diferenca
significativa tanto para as medidas do didmetro do tdbulo do SSR (ANOVA; F = 3,048, p =
0,0975; Figura 1.39 B) quanto para as medidas da altura do epitélio do tubulo do SSR
(ANOVA,; F = 2,349, p = 0,151; Figura 1.40 B).

Figura 1.39 — Média e variacdo do Log Diametro do Tubulo do SSR. A) Duas estagdes. O/l = outono/inverno;
P/V = primavera/verdo. B) Trés estagbes. Verde = outono; Vermelho = Inverno; Azul = Verdo. Linhas

horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o desvio padrdo e linhas verticais o0s
limites méximo e minimo observados.
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Figura 1.40 — Média e variacdo do Log da altura do Epitélio do Tdbulo do SSR. A) Duas estagfes. O/l =
outono/inverno; P/V = primavera/verdo. B) Trés estaces. Verde = outono; Vermelho = Inverno; Azul = Verdo.

Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o desvio padrdo e linhas
verticais os limites maximo e minimo observados.
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3.4.3 Resumo do Ciclo reprodutivo dos machos de L. muta

O esquema a seguir (Figura 1.41) resume o0s resultados apresentados anteriormente
que sdo referentes ao ciclo reprodutivo dos machos de Lachesis muta para a populacéo da

Floresta Amazonica e da Mata Atlantica.

Figura 1.41 — Ciclo reprodutivo dos machos de L. muta da populacéo da Floresta Amazénica (FA — cinza) e da
Mata Atlantica (MA — preto). Os numeros dentro das caixas indicam o nimero amostral observado para cada
fase do ciclo reprodutivo. As caixas estdo sobrepostas ao respectivo més de ocorréncia.
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Fonte: SOUZA, E. 2020
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3.5 Ciclo reprodutivo das fémeas

3.5.1 Andlise macroscopica do trato reprodutivo feminino

Um total de 73 fémeas maduras foram avaliadas para a defini¢do do ciclo reprodutivo,
sendo 40 da FA e 33 da MA.

3.5.1.1 Populagéo da Floresta Amazonica (FA)

Foliculos em vitelogénese primaria (V1) foram observados ao longo de todos os meses
do ano. Apenas 4 fémeas em vitelogénese secundaria (V2) foram encontradas. Uma delas em
vitelogénese avancada (CRC = 1830 mm, maior foliculo = 38,59 mm) foi coletada em maio,
inicio da estacdo seca, com sete foliculos em V2 no ovario direito e cinco no ovario esquerdo.
As outras trés fémeas estavam em inicio do processo de vitelogénese secundaria (CRC = 1830
mm e maior foliculo = 16,99 mm; CRC = 2030 mm e maior foliculo = 16,32 mm; CRC =
1790 mm e maior foliculo = 15,32 mm) foram coletadas nos meses de maio, julho e setembro
respectivamente, na estacdo seca. Apenas uma fémea prenhe foi coletada no més de agosto e
continha 6 ovos no oviduto direito e 3 ovos no oviduto esquerdo (CRC = 1830 mm e maior
ovo = 60,51 mm). O maior ovo foi dissecado e nenhum embrido foi encontrado, o que pode
indicar inicio do desenvolvimento embrionario ou ovo atrésico.

Dentre os animais avaliados neste trabalho na FA, dois deles tinham comprimento
dentro desse limite (57,5 cm e 59,8 cm) e foram considerados filhotes recém-nascidos. Estes
foram coletados em janeiro e fevereiro, respectivamente. Outros quatro filhotes da amostra
ultrapassaram 61 cm (65 ¢cm, 68,1 cm, 68,4 cm e 76 cm) e foram considerados juvenis em
primeiro ano de vida. Estes foram coletados nos meses de junho, marco e outubro

respectivamente. A figura 1.42 resume os resultados acima citados.
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Figura 1.42 — Ciclo reprodutivo de fémeas de Lachesis muta da Floresta Amazonica. Circulo fechado =
vitelogénese priméria; Circulo aberto = vitelogénese secundaria; Circulo vermelho = fémea prenhe; Estrelas =

recém-nascidos; Serpentes = juvenis < 12 meses.
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3.5.1.2 Populacgdo da Mata Atlantica (MA)

Foliculos em V1 foram observados ao longo de todo o ano. Oito fémeas em V2 foram
encontradas nos meses de abril (CRC = 1444 mm e maior foliculo = 15,73 mm), maio (CRC
= 1750 mm e maior foliculo = 21,84 mm), junho (CRC = 1806 mm e maior foliculo = 18,82
mm; CRC = 1686 mm e maior foliculo = 20,42 mm), julho (CRC = 1570 mm e maior foliculo
= 27,63 mm), agosto (CRC = 2070 mm e maior foliculo = 46,7 mm; CRC = 2200 mm e maior
foliculo = 48,74 mm) e setembro (CRC = 1565 mm e maior foliculo = 49,91 mm), meses que
representam as estaces do outono e inverno na regido da MA e que coincidem com a estacéo
seca para a regido da FA. Duas fémeas prenhes foram coletadas, uma foi atropelada no més de
marc¢o e, devido ao estado de conservacdo, foi possivel identificar apenas 4 ovos (CRC =
1790 mm e maior ovo = 52,29 mm). A segunda fémea prenhe foi coletada no més de
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setembro e continha um total de 10 ovos (CRC = 1910 mm e maior ovo = 50,21 mm). Os
ovos néo foram dissecados.

Trés animais tinham comprimento dentro do limite estipulado para recém-nascido
(54,1 cm, 58,5 cm e 54,5 cm), e foram coletados em janeiro, marco e abril, respectivamente.
Outros 10 animais da amostra apresentaram tamanho total entre 61 cm e 122 cm e foram
considerados juvenis em primeiro ano de vida. Estes foram coletados em fevereiro (111,3
cm), margo (100,7 cm), abril (66,5 cm), maio (67,8 cm), junho (61,9 cm e 72,1 cm), agosto
(75,2 cm e 86,6 cm), setembro (63,5 cm) e outubro (115,5 cm). A Figura 1.43 resume 0s

resultados aqui apresentados.

Figura 1.43 — Ciclo reprodutivo de fémeas de Lachesis muta da Mata Atlantica. Circulo fechado = vitelogénese
priméria; Circulo aberto = vitelogénese secundaria; Circulo vermelho = fémea prenhe; Estrelas = recém-

nascidos; Serpentes = juvenis < 12 meses.
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3.5.2 Fecundidade

Os animais examinados estdo listados na Tabela 1.4. O tamanho da ninhada néo foi
positivamente correlacionado com o tamanho do corpo materno (t = -1,681, gL = 8, p =
0,1313). Também nédo foi observado correlacdo entre o diametro do maior ovo ou foliculo e 0
comprimento rostro-cloacal materno (t = 1,8938; gL = 8; p = 0,09487) ou o comprimento total
(t=2,0167; gL = 8; p = 0,07846).

Quando incluimos os dados da literatura, o resultado continuou ndo significativo entre
0 numero de foliculos/ovos com o tamanho do corpo materno (t = -2,1551 gL = 12, p =
0,05217) nem com o comprimento total (t = -1,9527; gL = 8; p = 0,08663), porém foi
observado correlacdo positiva entre o diametro do maior ovo ou foliculo e 0 comprimento
rostro-cloacal materno (t = 2,7708; gL = 11; p = 0,0182; Figura 1.44), mas ndo com 0
comprimento total (t = 2,0937; gL = 8; p = 0,06961). Também néo foi observada correlacdo
negativa significativa entre o namero de filhotes e o didmetro do maior foliculo ou ovo (t = -
1,2656; gL = 11; p = 0,2318).

Tabela 1.4: Fémeas analisadas de Lachesis muta. (Id e Colecdo=nimero de tombo/ colecdo; FA = Floresta
Amazbdnica, MA = Mata Atlantica; CRC = comprimento rostro-cloacal; CT = comprimento total; F =
fecundidade total; >FO = maior foliculo ou ovo; ER = estdgio reprodutivo; P = prenhe; V2 = vitelogénese

secundaria; (*) =tamanho do ovo nha ovipostura.

Id e Colecdo  Localidade CRC o cr F >FO ER Autor(es)
mm  mm mm

45997/1BU Manaus/AM 1830 2000 9 6051 P Este estudo
16514/MPEG  Marab&/PA 1830 2010 12 38559 V2 Este estudo
2085/MZUESC  Ilheus/BA 2070 2236 9 46,7 V2 Este estudo
3014/MZUESC  Ilhéus/BA 1444 1579 18 1573 V2 Este estudo
3123/MZUESC  Ilhéus/BA 2200 2355 14 48,74 V2 Este estudo
5359/MZUESC Ilhéus/BA 1806 1948 10 18,82 V2 Este estudo
5442/MZUESC  llhéus/BA 1750 1884 12 21,84 V2 Este estudo
7430/MZUESC  Ilhéus/BA 1570 1701 13 27,63 V2 Este estudo
7803/MZUESC  Ilhéus/BA 1909 2060 10 50,21 P Este estudo
9313/MZUESC Ilhéus/BA 1565 1715 13 49,91 V2 Este estudo
- FA - - 15 73,1* P Eisele, 2009

- FA 1990 - 9 - P  Corralesetal. 2016



67

3057/1BU MA 1940 - 11 80* P Amaral, 1925
- FA 2000 - 10 759* P Boyer et al. 1989
Melgarejo et al.
- MA 2000 - 14 705* P
1999

Fonte: SOUZA, E. 2020.

Figura 1.44 — Correlacdo entre o log do comprimento rostro-cloacal (CRC) materno e o log do didmetro do

maior foliculo ou ovo de fémeas de L. muta.
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Fonte: SOUZA, E. 2020

3.5.3 Plug copulatdrio e estocagem de espermatozoides

O presente trabalho relata pela primeira vez a presenca de plug copulatério, estocagem
de espermatozoides e formacdo do UMT (Uterine Muscular Twisting) no oviduto de uma
espécie do género Lachesis.

O plug copulatorio € um conjunto de substancias, principalmente proteinas, produzidas
no rim e depositadas pelo macho na cloaca da fémea apos a copula. Essa estrutura atua tanto
como uma barreira temporaria, dificultando futuras cdpulas, quanto evitando o vazamento de
esperma pela cloaca da fémea e garantindo, assim, que seus espermatozoides sejam
fertilizados (BIRKHEAD; M@LLER, 1993; FRIESEN et al., 2013).
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3.5.3.1 Populagéo da Floresta Amazoénica

Foram encontradas quatro fémeas com quantidades diferentes de plug na regido da
vagina. Uma fémea estava em inicio de V2, coletada no més de julho (Figura 1.45 A). Outra
fémea em inicio de V2 foi coletada no més de setembro (Figura 1.45 B). As duas fémeas
restantes foram coletadas nos meses de maio e julho (Figuras 1.45 C e D, respectivamente),
sendo que uma delas estava em V1 (Figura 1.45 D) e, para a outra, ndo foi possivel
determinar o estagio folicular. Nao foram encontrados espermatozoides no plug ou em

nenhuma outra regido do oviduto dessas fémeas.

Figura 1.45 — Plug copulatério na regido vaginal de L. muta - FA. Corte longitudinal. Hematoxilina-Eosina. A)
Fémea em inicio de V2 (Julho; 4x); B) Fémea em inicio de V2 (Setembro; 10x); C) (Maio; 40x); D) Fémea em

V1 (Julho; 20x). Asteriscos (*) indicam o plug copulatério.

Fonte: SOUZA, E. 2020

A presenca ou auséncia de UMT foi avaliada em 19 fémeas, das quais a estrutura foi
observada em sete: uma prenhe, duas em vitelogénese secundaria, trés em vitelogénese
priméaria e em uma ndo foi possivel determinar o estagio reprodutivo. Foram encontrados
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espermatozoides estocados na jungdo Utero-vaginal da fémea prenhe (Figura 1.46A e B) e de
uma fémea em vitelogénese secundéria avangada (Figural.46C e D). J& no infundibulo
posterior, foi encontrado espermatozoide em uma fémea em V1 (Figura 1.47 A e B) e em uma
fémea em V2 (Figura 1.47 C e D) coletadas em marco e julho, respectivamente. Os
espermatozoides encontrados no infundibulo posterior ndo estavam estocados em
receptaculos. Maiores detalhes sobre a UMT e a estratégia de estocagem de espermatozoides
de L. muta estdo no Capitulo 2 deste trabalho.

Figura 1.46 — Estocagem de espermatozoides na jungdo Gtero-vaginal (UMT) de L. muta. Corte longitudinal.
Hematoxilina-Eosina. A) Vestigios de espermatozoides em fémea prenhe (Agosto; 10x); B) Maior aumento de A
(100x); C) Espermatozoides em fémea em V2 (Maio; 4x); D) Maior aumento de C (40x). Asteriscos (*) indicam

espermatozoides.

[ ==

Fonte: SOUZA, E. 2020
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Figura 1.47 — Estocagem de espermatozoides no infundibulo posterior de L. muta. Corte longitudinal.
Hematoxilina-Eosina. A) Fémea em V1 (Marc¢o; 40x); B) Maior aumento de A (100x); C) Fémea em V2 (Maio;

10x); D) Maior aumento de C (40x). Asteriscos (*) indicam espermatozoides.

Fonte: SOUZA, E. 2020

3.5.3.2 Populacéo da Mata Atlantica

Foram encontradas duas fémeas em V1 com quantidades diferentes de plug na regido
da vagina, uma coletada no més de marco (Figura 1.48 A) e a outra coletada no més de
dezembro (Figura 1.48 B). Nao foram encontrados espermatozoides no plug ou em nenhuma

outra regido do oviduto dessas fémeas.
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Figura 1.48 — Plug copulatdrio na regido vaginal de L. muta - MA. Corte longitudinal. Hematoxilina-Eosina. A)

Fémea em V1 (Marco; 4x); B) Fémea em V1 (Dezembro; 4x); As setas indicam o plug copulatério.

Fonte: SOUZA, E. 2020

A presenca ou auséncia de UMT foi avaliado em 33 fémeas da MA, das quais 8
apresentaram a estrutura. Quatro destas estavam em V1 e quatro em V2. Foi observada uma
guantidade reduzida de espermatozoides em uma fémea em V2 avancada coletada no més de
setembro (CRC: 1565 mm; maior foliculo: 49,91 mm; Figura 1.49 A e B). No infundibulo
posterior, apesar de varios receptaculos seminais ciliados terem sido identificados (Figura
1.49 C), ndo foi observado espermatozoides dentro dessas estruturas em nenhum dos animais
avaliados. Por outro lado, em uma fémea prenhe coletada em marco, foi encontrado uma
substancia volumosa ndo identificada (Figura 1.49 D). Essa massa pode ser derivada de um
espermatéforo (MANN, 1984), porém nao foi possivel identificar espermatozoides dentro

dessa substancia devido a baixa qualidade de preservacéo do espécime.
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Figura 1.49 — Estocagem de espermatozoides em L. muta. Corte longitudinal. Hematoxilina-Eosina. A) Fémea
em V2 com espermatozoides na -UMT (setas) (Setembro; 10x); B) Maior aumento de A (40x); C) Receptaculos
seminais ciliados (setas) (20x); D) Substancia ndo identificada (setas) no limen do infundibulo posterior de uma

fémea prenhe (Marco; 4x).

—— ”

Fonte: SOUZA, E. 2020

3.6 Resumo do ciclo reprodutivo de fémeas de L. muta

A Figura 1.50 resume as caracteristicas do ciclo reprodutivo de fémeas da surucucu-
pico-de-jaca da Amazénia e da Mata Atlantica reunidas neste trabalho.
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Figura 1.50 — Ciclo reprodutivo das fémeas de L. muta da populacdo da Floresta Amazdnica (FA — cinza) e da
Mata Atlantica (MA — preto). Os nimeros dentro das caixas indicam o nimero amostral observado para cada

fase do ciclo reprodutivo. As caixas estdo sobrepostas ao respectivo més de ocorréncia.
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3.7 Resumo do ciclo reprodutivo de machos e fémeas de L. muta da populagdo da
Floresta Amazénica e da Mata Atlantica

A Figura 1.51 e 1.52 mesclam os resultados deste trabalho referentes ao ciclo
reprodutivo de machos e fémeas de L. muta da populacdo da Floresta Amazonica e da Mata
Atlantica, respectivamente. O periodo de copula foi inferido a partir da observacdo de plug

copulatorio e estocagem de espermatozoides nas fémeas.
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Figura 1.51 — Resumo do ciclo reprodutivo de machos e fémeas de L. muta da populacdo da Floresta Amazonica.
FEC = Final da estacdo chuvosa; IES = Inicio da estagdo seca; FES = Final da estacdo seca; IEC = Inicio da

estacdo chuvosa.
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Figura 1.52 — Resumo do ciclo reprodutivo de machos e fémeas de L. muta da populacdo da Mata Atlantica.
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VERAO

4 DISCUSSAO

4.1 Maturidade sexual, dimorfismo sexual e fecundidade

O tamanho do corpo e o crescimento de um animal podem ser resultado de forcas
evolutivas distintas dificeis de distinguir, uma vez que atuam tanto de forma independente,
quanto em direcdes iguais ou opostas (BONNET et al., 2000). O produto pode ser resultado
de selecéo natural, e entdo o ganho na aptiddo bioldgica se da por questbes ecoldgicas, como

alimentacdo ou predacédo, por exemplo. No caso da selecdo sexual, machos crescem mais do
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que as fémeas coespecificas em espécies que apresentam o comportamento de combate entre
machos quando comparado com espécies que ndo apresentam esse comportamento (SHINE,
1994). A selecdo de fecundidade, por outro lado, prediz que o maior tamanho corporal das
fémeas aumenta sua capacidade na geracdo de prole, 0 que vem sendo comprovado em
diversos estudos, principalmente com viperideos neotropicais (BARROS; ROJAS;
ALMEIDA-SANTOS, 2014a, 2014b; BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-SANTOS, 2012;
MARQUES; KASPEROVICZUS; ALMEIDA-SANTOS, 2013; NOGUEIRA; SAWAYA,;
MARTINS, 2003; SILVA et al., 2019a).

Adicionalmente, as relagdes de trade-off também influenciam os limites de tamanho
dos animais, a idade em que atingem a maturidade sexual e a quantidade de filhotes que
produzem (FORD; SEIGEL, 1994). Os trade-offs representam 0s custos pagos na aptidao
biolégica quando qualquer mudanca benéfica em uma caracteristica estd ligada a uma
mudancga prejudicial em outra (STEARNS, 1989). Ou seja, sdo limites na historia de vida
moldadas ao longo da evolugdo que permitem que os seres vivos sejam hoje adaptados. Dois
trade-offs bem documentados na biologia reprodutiva de serpentes sdo, por exemplo,
crescimento versus maturidade sexual e nimero versus tamanho de filhotes. O balango dessas
forgas evolutivas, assim como a influéncia de outros fatores externos, como a disponibilidade
de alimentos (PEARSON; SHINE; HOW, 2002; STEARNS; KOELLA, 1986), determinam a
direcdo e o nivel de crescimento nos animais, assim como uma possivel variagdo no
crescimento dentro da mesma espécie (i.e., dimorfismo sexual).

Espécies do género Lachesis sdo consideradas as maiores dentre os viperideos
neotropicais, podendo ultrapassar 3 metros de comprimento (CAMPBELL; LAMAR, 2004).
Neste trabalho, o maior individuo foi uma fémea de 2,87 metros de comprimento total,
coletada em Belém (PA) e preservada atualmente no Museu Paraense Emilio Goeldi. Nas
duas populagdes, tanto machos quanto fémeas atingem a maturidade sexual acima de um
metro de comprimento, sendo 0 menor macho maduro da populagdo amazonica de 1280 mm e
da Mata Atlantica 1300 mm, e a menor fémea da populacdo amazodnica de 1640 mm e da
Mata Atlantica 1420 mm.

Espécies de surucucu se alimentam de mamiferos, especialmente roedores e
marsupiais de pequeno porte (CAMPBEL; LAMAR, 2004). Apesar de serem serpentes
grandes, suas presas sdo relativamente pequenas, e a propor¢do entre a massa presa/predador
para essa espécie é considerada baixa dentre os viperideos (MARTINS; OLIVEIRA, 1998). A
alimentacdo de pequenos animais poderia ser um dos fatores a influenciar o crescimento mais

lento e a maturidade tardia, uma resposta possivel dentre a diversidade de cenarios de trade-
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off entre crescimento versus maturidade sexual (STEARNS; KOELLA, 1986). Além disso,
estudos anteriores com viperideos do Velho Mundo e da América do Norte demonstram forte
convergéncia em algumas caracteristicas, as quais incluem maturidade tardia (INEICH et al.,
2006).

Lachesis muta apresenta dimorfismo sexual nas variaveis morfométricas de
comprimento rostro-cloacal e comprimento da cauda para as duas populagdes, e os machos
sdo significativamente maiores do que fémeas. O indice do dimorfismo sexual (SSD) foi de
-0,062 para a populacdo da Floresta Amazobnica e de -0,09 para a populacdo da Mata
Atlantica. Esse padrdo também foi observado em outras especies do mesmo género (RIPA,
1994, 2002), assim como em outras espécies da Familia Viperidae (Agkistrodon, SIEGEL;
SEVER, 2008; Bitis, SHINE et al., 1998; Crotalus, ALMEIDA-SANTOS et al. 1999;
Sistrurus, BISHOP; FARRELL; MAY, 1996; Vipera, BONNET et al., 2000). No caso das
espécies do género Bothrops, fémeas sdo maiores do que os machos (ALMEIDA-SANTOS;
SALOMAO, 2002). Comportamento de combate é descrito para a0 menos trés das quatro
espécies de Lachesis em estudos de cativeiro: L. stenophrys, L. melanocephala e L. muta
(RIPA, 1994; 2002). Em campo, dois machos de L. muta foram vistos em combate em uma
regido na Venezuela no més de novembro (Diego Flores, comun. pessoal). Este
comportamento ocorre durante a época de acasalamento e sua possivel funcdo é estabelecer
relagdes de hierarquia que define acesso prioritario a copula (ANDREN, 1986; SCHUETT,
1996, 1997). O resultado do SSD para L. muta corrobora com a predicdo de forcas de selecdo
sexual atuando sobre o sistema de acasalamento, favorecendo maior crescimento de machos
em comparacdo com fémeas coespecificas.

Além da selecdo sexual, outro aspecto que pode ser relevante ao dimorfismo sexual €
0 modo reprodutivo (SHINE, 1994). A evolucdo da viviparidade parece estar relacionada com
uma mudanga no SSD, tendendo para fémeas maiores do que machos. De fato, tanto Lachesis
quanto as demais espécies da familia Viperidae citadas que apresentam machos maiores do
que as fémeas coespecificas exibem uma das duas caracteristicas, isto é, oviparidade e/ou
comportamento de combate (FENWICK; GREENE; PARKINSON, 2012).

Campbell e Lamar (2004) e Amaral (1925) afirmam que a fecundidade maxima para
Lachesis muta, assim como para as outras espécies de Lachesis, seria de 20 ovos, porém
consideram mais frequente o nimero medio de 6 a 11 ovos. Ripa (1994, 2002), em seus
estudos com L. melanocephala e L. stenophrys, em cativeiro sugere fecundidade média de 9 a
13 ovos. Este mesmo autor relata ter encontrado 19 ovos de L. melanocephala em um buraco

de paca. Fuentes e Corrales (2016) presenciam a ovipostura de 14 ovos por uma fémea de L.
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acrochorda. Aqui, dentre as fémeas prenhes encontradas, tivemos um ndmero médio de 9,5
ovos por ninhada e, se considerarmos também as fémeas em vitelogénese secundaria, a
fecundidade média seria de 12 ovos/foliculos por ninhada. Ambos os achados corroboram
com o sugerido pelos autores.

Comparando a fecundidade de Lachesis muta com outras espécies da familia
Viperidae a impressdo é que apresentam fecundidade relativamente baixa considerando o
comprimento do corpo materno. Algumas espécies de grande porte do grupo Bothrops, como
B. asper, podem gerar de 3 a 86 filhotes por estacdo reprodutiva em fémeas que variam de
1000 a 2230 mm de CRC (SASA; WASKO; LAMAR, 2009; SOLORZANO; CERDAS,
1989). Em Crotalus durissus € comum observar variacdo no nimero de filhotes dependendo
da regido onde a espécie ocorre (BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-SANTOS, 2012). A
populacdo de C. durissus do sudeste do Brasil tem fémeas menores e produz ninhadas
menores (CRC materno: 985+85 mm; nimero de filhotes: 11,7+5,1, ALMEIDA-SANTOS,
2005) enquanto a populagdo da América Central pode gerar de 17 a 29 filhotes por estacéo
reprodutiva em fémeas que variam de 1000 a 1600 mm de CRC (SOLORZANO; CERDAS,
1988). De modo geral, para estas e outras populacbes de serpentes, quanto maior o tamanho
do corpo materno maior serd o numero de filhotes gerados em uma ninhada (BARROS;
ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2014b; MARQUES, 1996; NOGUEIRA; SAWAYA;
MARTINS, 2003; PIZZATTO; MARQUES, 2002; SILVA et al., 2019b; SHINE, 1994). Em
outros casos, nenhuma correlacdo é observada entre essas duas variaveis (FORD; SEIGEL,
1989; PINTO; FERNANDES, 2013).

Uma andlise incluindo diversos grupos de serpentes comprovou que a fecundidade
relativa em espécies viviparas é significativamente maior do que para espécies oviparas
(IVERSON, 1987). O autor relata que as espécies viviparas estudadas tendem a produzir
ninhadas maiores, porém com neonatos menores do que o observado em espécies oviparas do
mesmo grupo. Além disso, a evolugdo da viviparidade também demonstra tendéncia de
deslocamento da dire¢do do SSD para fémeas maiores e, portanto, favorecendo um corpo que
consiga gerar maior quantidade de prole (SHINE, 1994).

A partir dos dados aqui coletados, ndo foi possivel identificar correlagéo significativa
entre 0 nimero de ovos/foliculos e o tamanho do corpo materno, mas sim entre 0 CRC
materno e o didmetro do maior ovo/foliculo. Também observamos uma correla¢do negativa
entre 0 nimero e o tamanho dos ovos/foliculos que, apesar de ndo significativa, mostra uma

tendéncia a corroborar com o trade-off entre nimero versus tamanho da ninhada.
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Para a pico-de-jaca da Amazonia e da Mata Atlantica, sugerimos que a forca evolutiva
que influencia o tamanho do corpo desses animais seja a selecdo sexual, evidenciado por
machos maiores do que fémeas e relatos de comportamento de combate. Aspectos da historia
natural, como a alimentacdo de presas com massa relativa menor, também podem estar
relacionadas com o tamanho do corpo, assim como a maturidade tardia, porém tal hipdtese
carece de maior investigacdo. Além disso, o0 possivel trade-off entre nimero e tamanho da
ninhada, sugerido pela presenca de ovos grandes e pouco numerosos e pela correlacéo
encontrada entre 0 CRC materno e o diametro do maior foliculo/ovo, podem estar
relacionados com a baixa fecundidade nesse animal. Estudos futuros que busquem responder

a estas questdes devem considerar o aumento do nimero amostral.

4.2 Ciclos Reprodutivos

De acordo com Zamudio e Greene (1997), o grupo Lachesis possivelmente é
descendente de linhagens de crotalineos norte-americanos. Aspectos da biologia reprodutiva
de algumas espécies de crotalineos da América do Norte ja foram estudados por alguns
autores (Agkistrodon, ALDRIDGE; DUVALL, 2002; SIEGEL et al., 2008; Crotalus,
SHUETT, 1992; Sistrurus, ALDRIDGE et al., 2008). De modo geral, os machos iniciam a
espermatogénese no final da primavera/inicio do verdo setentrional, finalizando no outono,
estacdo que coincide com a copula e com comportamentos de combate e corte. A hipertrofia
do SSR é caracterizada pelo aumento da concentracdo de testosterona e coincide com o
periodo de cOpula. Para algumas espécies observam-se dois periodos de copula: um no final
do verdo/inicio do outono, e outro na primavera apés hibernacdo no inverno (ALDRIDGE;
DUVALL, 2002). Para outras espécies, mantém-se apenas o primeiro periodo.

As espécies do género Bothrops e Crotalus durissus sdo crotalineos da América do Sul
e Central, amplamente distribuidas nesses continentes e apresentam sazonalidade no ciclo
reprodutivo (ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002; BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-
SANTOS, 2012; SOLORZANO; CERDAS, 1989). De modo geral, nas fémeas, a
vitelogénese secundéria tem inicio nos meses de margo e abril, no outono, que coincide com a
copula, e se extende até setembro e outubro, inicio da primavera. A sazonalidade desses
eventos reprodutivos nas fémeas de Bothrops corrobora com o padréo observado para fémeas
de crotalineos da América do Norte, com a diferenca de que, para as primeiras, ndo ocorre
hibernag&o no inverno com o consequente intervalo no processo viletogénico (ALDRIDGE;

DUVALL, 2002). Em relacdo aos machos, estudos demonstram uma marcada sazonalidade
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no ciclo espermatogénico, com a producdo de espermatozoides concentrada em periodos mais
quentes do ano e a ocorréncia de um periodo de quiescencia nos testiculos (BARROS;
ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2014a,b; BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-SANTOS, 2012;
SALOMAO; ALMEIDA-SANTOS, 2002; SILVA et al., 2019b), o que caracteriza um padrio
ciclico e sazonal na producdo de espermatozoides (MATHIES, 2011).

Pesquisadores que investigaram a biologia reprodutiva de espécies do género Lachesis
afirmam que os eventos reprodutivos sdo desencadeados por baixas temperaturas e/ou
aumento da umidade. De acordo com Soldérzano (2004), o periodo de copula para Lachesis
stenophrys, a surucucu da margem Atlantica da Costa Rica, se da entre os meses de fevereiro
e marco, periodo de baixa precipitacdo e baixas temperaturas na regido, e 0S 0vV0S Sa0
depositados nos meses de junho até agosto, estacdo quente e chuvosa. Em cativeiro, 0
comportamento de corte e copula foi observado entre os meses de dezembro e fevereiro, e a
ovipostura de junho até agosto, e nascimentos em setembro e outubro (CORRALES et al.,
2014). Em maio de 1995, uma fémea prenhe foi recebida no Instituto Clodomiro Picado,
Costa Rica (CHACON; VALVERDE, 2004). Em agosto, essa fémea fez a ovipostura de 11
0Vvos, 0s quais eclodiram em novembro, corroborando o sugerido por Solorzano (2004).

Lachesis melanocephala, a surucucu da margem Pacifica da Costa Rica e Panam4, foi
estudada em cativeiro por Ripa (1994, 1999). A primeira cépula foi vista em janeiro, estacdo
seca. O autor relata que “foi uma das cOpulas mais violentas que ja testemunhou em
serpentes”. A ovipostura de 13 ovos ocorreu em abril, inicio da estagdo chuvosa, e o
nascimento em junho. Um segundo casal de L. melanocephala copulou entre 0os meses de
fevereiro e marco, estacdo seca, € 9 ovos foram encontrados em maio, seguido de nascimento
em julho, estagéo chuvosa.

Lachesis achrocorda, a verrugosa como é conhecida regionalmente, distribui-se pelo
Panamé, Colombia e Equador. Individuos dessa espécie foram reproduzidos em cativeiro pela
primeira vez sob condig¢Oes climaticas naturais de Medellin, Col6mbia, cuja estagdo chuvosa
concentra-se entre 0os meses de maio até novembro e a estacdo seca de dezembro até abril
(HENAO; CORRALES, 2015). Comportamentos de corte foram vistos no més de junho e, no
final de setembro a fémea foi encontrada enrolada ao redor de 11 ovos. No 93° dia de
incubacdo (24 de dezembro de 2013), sete neonatos eclodiram. Fuentes e Corrales (2016)
encontraram 14 ovos recém eclodidos em uma viagem de campo no Panama no més de
setembro (estacdo chuvosa). Alguns meses depois, em janeiro (estacdo seca) uma fémea

prenhe foi coletada na mesma localidade e levada ao laboratério, onde fez a ovipostura de 13
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ovos um més depois (estacdo seca). Os neonatos eclodiram 70 dias depois de terem sido
incubados artificialmente, no inicio da estacdo chuvosa.

Para Lachesis muta, autores também relacionam a época de copula com periodos de
queda na temperatura e/ou aumento da umidade. De Souza (2007) mantém um cativeiro semi-
extensivo no sul da Bahia, onde os animais conseguem vivenciar de forma natural as
condicBes climaticas da regido. O autor afirma que “ndo existe época de reprodugdo para
surucucus na natureza”. Para confirmar essa afirmacdo, o autor cita que a cOpula ja foi
observadaem esta¢des distintas, no més de setembro, inverno, e janeiro “durante uma frente
fria inexperada”.

A partir de outras observagdes em cativeiro (BOYER; MITCHELL; MURPHY, 1989;
CORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016; RIPA, 1994, 2002; TURNER; CARMICHAEL;
SOUZA, 2008), os autores afirmam que frentes frias parecem ser um gatilho para a
reproducdo nessa espécie. Em um trabalho de campo, Diego Flores (comunicacdo pessoal)
encontrou um casal de L. muta copulando no municipio de Caripe, Venezuela, no dia 10 de
novembro de 2012. Dois machos foram vistos em ritual de combate no mesmo més. A altitude
no local era de 2100 m, a temperatura variava entre 14-20°C e ndo ocorriam chuvas ha pelo
menos duas semanas. Oito neonatos foram encontrados nessa mesma area ao longo de varios
meses do ano entre 2011 e 2013 (CORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016). Os autores
sugerem que esses dados de campo corroboram com um padrdo reprodutivo asazonal para a
espécie. Por outro lado, em anélise histoldgica das gbnadas (ALVES; ARGOLO;
CARVALHO, 2014), a espermatogénese foi observada nos meses de junho e julho (inverno) e
em janeiro (verdo), e os autores indicam sazonalidade no ciclo reprodutivo de machos e
fémeas, em que o periodo de producdo de gametas coincide com o periodo de copula.

O fato de os comportamentos reprodutivos e copula serem desencadeados por baixa
temperatura ndo significa que ndo exista sazonalidade no ciclo reprodutivo. Na realidade, o
inicio da atividade reprodutiva é sinalizado por estimulos ambientais sazonais tais como
fotoperiodo, temperatura ou precipitacdo (FARNER, 1986; PERRINS, 1970; PERRINS;
BIRKHEAD, 1983; WINGFIELD, 1980). Mudancas nesses estimulos sdo detectados pelo
organismo em niveis sensoriais, traduzidos pelo sistema enddcrino para sinais hormonais que,
por sua vez, comunicam a informacéo ao sistema reprodutivo (WILSON; DONHAM, 1988;
WINGFIELD, 1983). Aldridge (1975), ao estudar uma populacdo de Crotalus v. viridis,
afirmou que a espermatogénese tinha inicio em épocas com temperaturas mais elevadas. Para
Arizona elegans (ALDRIDGE, 1979) e Nerodia sipedon (WEIL; ALDRIDGE, 1979) o

gatilho para o inicio da espermatogénese também teve relacdo com a temperatura.



82

Os dados apresentados neste trabalho indicam fortemente que o ciclo reprodutivo de L.
muta é sazonal para machos e fémeas, assim como o descrito para os demais crotalineos
neotropicais. De acordo com os dados histologicos e com as medidas microscopicas do tdbulo
seminifero, 0 comeco da espermatogénese ocorre no inicio da estagdo chuvosa (novembro) e a
espermiacdo vai até o final dessa estacdo (abril/maio) para a populacdo da FA. A quiescencia
testicular foi observada no final da estagdo seca (setembro e outubro). Esses dados
corroboram o padrédo observado para os demais crotalineos da América do Sul e do Norte. Ja
para a populacdo da MA, a espermatogénese esta mais concentrada nos meses de outono e
inverno (maio/junho), e a quiescencia no final da primavera e verdo (novembro, dezembro e
fevereiro). Classificamos o ciclo reprodutivo dos machos de L. muta da regido Amazonica e
da Mata Atlantica como descontinuo ciclico sazonal semi-sincrénico (MATHIES, 2011).

A estocagem no ducto deferente ndo demonstra sazonalidade, ja que encontramos o
limen cheio de espermatozoides em todos 0s meses amostrados e o didmetro do ducto nédo
teve diferenca entre as estacdes nas duas populacdes. Para a populacdo da FA, ducto deferente
com quantidade reduzida de espermatozoides foi observado entre os meses de abril e julho, o
que pode indicar que o periodo de copula ocorre nesse periodo (ALMEIDA-SANTOS et al.,
2004; JOHNSON; JACOB; TORRANCE, 1982). A hipertrofia do segmento sexual renal
(SSR) mostra um padréo relativamente assincrénico entre os individuos das duas populagdes.
De acordo com as andlises histoldgicas e as medidas microscdpicas, a hipertrofia no SSR
ocorre durante a estacdo chuvosa (novembro a abril) para a populacdo da FA, coincidindo
com a espermatogénese. Para a populacdo da MA, a maioria dos individuos apresentaram
hipertrofia do SSR no outono e inverno (maio a agosto), coincidindo com a espermatogénese
e com o periodo de copula, porém essa observacdo ndo teve respaldo estatistico e carece de
maior investigacéo.

Fémeas em vitelogénese secundaria concentraram-se entre 0s mesmos meses nas duas
populaces: de abril a setembro (estacdo seca na regido amazonica, outono e inverno na Mata
Atlantica). De acordo com Mathies (2011), este padrdo caracteriza um ciclo descontinuo
ciclico sazonal sincrénico para as duas popula¢es. Nesse sentido, discordamos que o ciclo
reprodutivo de machos e fémeas de L. muta seja asazonal, como indicado pelos autores
(BOYER; MITCHELL; MURPHY, 1989; CORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016; RIPA,
1994, 2002; TURNER; CARMICHAEL; SOUZA, 2008), porém concordamos que o periodo
de coOpula esteja concentrado em épocas de queda na temperatura e baixa precipitagdo (no
caso da Amazonia) e queda na temperatura e alta precipitacdo (Mata Atlantica), coincidindo

com 0s meses de maio até setembro nas duas regifes. A observacdo de fémeas em
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vitelogénese secundaria de maio até setembro corrobora essa hipotese, uma vez que as fémeas
ficam mais receptivas a copula durante essa fase do ciclo reprodutivo (ALDRIDGE;
DUVALL, 2002; BASSI; COETI; ALMEIDA-SANTOS, 2020). Resultados sobre o periodo
de atividade também sugerem que esse seja 0 periodo de copula, pois machos foram mais
encontrados em maio e junho (FA) e julho e agosto (MA). Os machos de diversas espécies
exibem um pico de atividade durante a época de cdpula, que estd relacionado com
comportamentos de combate e de procura pela fémea (ALDRIDGE; BROWN, 1995;
ALMEIDA-SANTOS et al., 2017), comportamentos verificados em estudos anteriores para as
espécies do género Lachesis. Além disso, esse mesmo periodo também coincide com a
observacdo de plug copulatério e espermatozoides no oviduto das fémeas das duas
populacdes, reforcando a suposicdo de que essa seja a época de copula.

Nossos resultados apontam evidéncias inéditas de que essa espécie possui estratégia de
estocagem de espermatozoides. Tubulos de estocagem de espermatozoides foram observados
na regido do infundibulo posterior em todas as épocas do ano para as fémeas das duas
populacdes. Além disso, quantidades diferentes de espermatozoides foram observadas tanto
na regido do Utero aglandular quanto no infundibulo posterior, indicando uma estratégia de
estocagem de longo prazo (long-term sperm storage — LTSS). A estocagem de
espermatozoides ja foi observada para varias espécies da familia Viperidae e da subfamilia
Crotalinae e parece ser uma estratégia obrigatéria, uma vez que o periodo de copula
(outono/inverno) esta dissociado do periodo de ovulacdo (primavera) nessas espécies
(ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 1997, 2002; BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-
SANTOS, 2012; SIEGEL; SEVER, 2008). Nossos resultados sugerem que essa estratégia
também é obrigatdria para L. muta ja que o periodo de copula e ovulagdo estdo dissociados, e
indica um carater conservativo para o grupo.

Para crotalineos, a época de nascimento em periodos mais quentes e Umidos do ano
pode ser considerado um carater adaptativo, pois nessa época é provavel que os filhotes
tenham maiores chances de sobrevivéncia gracas as melhores condic¢des climaticas e de oferta
de alimento (FITCH, 1982). Além disso, o desenvolvimento embrionario necessita de
condicGes fisiologicas adequadas, tais como umidade, temperatura e trocas gasosas (SHINE;
THOMPSON, 2006). Na populacdo da Mata Atlantica, uma fémea prenhe foi encontrada em
setembro (final do inverno), e outra em marco (final do verdo). Nessa regido, as estagoes com
temperaturas mais elevadas sdo também as com menor indice pluviométrico, e vice-versa
(MENDONGCA; DANNI-OLIVEIRA, 2007). Talvez essa caracteristica confira uma certa

plasticidade na época de nascimento dos filhotes nessa regido, que poderdo encontrar
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temperaturas altas ou umidade alta alternadamente ao longo de todo o ano. J4 na Amazénia,
filhotes de L. muta foram coletados nos meses de janeiro e fevereiro, coincidindo com 0s
meses mais quentes e imidos do ano, e uma fémea prenhe foi coletada em agosto (estacao
seca). Esse resultado corrobora o encontrado para a maioria dos crotalineos neotropicais,
porém se contrapde ao observado para Bothrops atrox (SILVA et al., 2019a), um crotalineo
simpatrico a surucucu na Floresta Amazonica cujo periodo de nascimento é observado ao
longo de todo o ano, porém é mais frequente durante a estacdo seca (agosto a outubro).

Espécies filogeneticamente relacionadas que ocorrem em simpatria podem apresentar
diferencas entre os principais eixos da composicdo do nicho: tempo, espago e/ou alimento
(PIANKA, 1986). Em relacdo ao tempo, serpentes podem apresentar variacdo sazonal na
atividade de vida (ROCHA et al., 2014), em geral relacionada com eventos reprodutivos. A
diferenca na época de recrutamento dos filhotes de L. muta e B. atrox ndo deve ser resultado
de particdo de nicho entre duas espécies que coabitam, uma vez que os filhotes dessas
espécies nao competem pelos mesmos recursos (MARTINS; OLIVEIRA, 1998). Uma
hipdtese alternativa é que essa diferenca seja consequéncia dos modos reprodutivos distintos
das duas espécies. B. atrox, vivipara, teria maior independéncia das condicdes do meio para o
desenvolvimento embrionario, enquanto a ovipara L. muta deve garantir condi¢gdes do meio
adequadas para o desenvolvimento dos ovos (GRIFFITH et al., 2015; SHINE, 2014), ou seja,
alta temperatura e/ou umidade. Entretanto, tanto a hipo6tese de plasticidade na Mata Atlantica
quanto a hipotese conservativa na Floresta Amazonica necessitam de maior investigacao.

A exposicdo dos ovos de L. muta a diferentes temperaturas pode alterar o tempo de
incubagdo, porém, ndo se sabe a temperatura limite em que o desenvolvimento embrionério é
comprometido. Em uma temperatura de 30-31°C o tempo de incubacdo foi 61 dias (BOYER;
MITCHELL; MURPHY, 1989) e, mantidos a 25°C, o tempo foi de 74 a 79 dias (DE SOUZA,
2007). Também ndo existem dados comparativos em relacdo a umidade. O Unico estudo que
faz mencéo a essa condigio (CORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016) manteve 0s ovos dentro
de um intervalo de 77-88% de umidade e 26-30°C, e obteve um tempo de incubagéo de 75
dias. Estudos futuros devem considerar o teste do desenvolvimento embrionario dos ovos de
L. muta em diferentes condigOes de temperatura e umidade para averiguar ocorrem limitagdes
do desenvolvimento. Assim, sera possivel inferir se tais limitagfes influenciam em diferencas
entre o periodo de recrutamento dos filhotes na natureza na regido da Floresta Amazonica e da
Mata Atlantica.
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4.3 Frequéncia Reprodutiva

A frequéncia reprodutiva diz respeito a quantidade de vezes que machos e fémeas se
reproduzem (i.e., geram prole) ao longo de sua vida. Evidentemente, a frequéncia reprodutiva
observada para as fémeas raramente sera igual a observada para os machos coespecificos,
uma vez que estes séo capazes de se reproduzir continuamente uma vez que atingem a
maturidade sexual (SAINT GIRONS, 1982; SHINE, 2003). As serpentes sdo classificadas
como “capital breeders” (BONNET et al.,, 1998), ou seja, ndo iniciam as atividades
reprodutivas até acumularem uma quantidade energética suficiente para tal. Apds o primeiro
episodio reprodutivo, as fémeas podem demorar um, dois ou até mais anos para recuperar 0
investimento energético inicial e dar inicio a um segundo episédio reprodutivo (BLEM,
1982). Portanto, para algumas espécies, inclusive muitos viperideos (ALMEIDA-SANTOS;
ORSI, 2002; BONNET et al., 2002; SUEIRO, 2013), a reproducdo ocorre em anos alternados,
onde um ano é destinado para vitelogénese, cépula e parturicdo, e no outro ocorre a
recaptacdo energetica. Possivelmente, as razGes para isso decorrem de uma combinacdo de
fatores relacionados a disponibilidade de alimentos, reservas de gordura abdominal, duracéo
da estacdo reprodutiva e estrutura populacional (BLEM, 1982; BONNET et al., 2002;
SEIGEL; FORD, 1987).

Estudos em cativeiro indicam que a duracdo da estagdo reprodutiva para Lachesis
muta é extensa. Ripa (1994) reportou um periodo de gestacdo de 101 dias para L.
melanocephala e L. stenophrys a partir da data de copula até a data da ovipostura. Um periodo
bastante similar é verificado para L. muta por alguns autores em estudos em cativeiro
(MELGAREJO; CUNHA; AGUIAR, 1999; DE SOUZA, 2007; EISELE, 2009; CORRALES;
GOMEZ; FLORES, 2016). Entretanto, esse periodo desconsidera o término da maturacio
folicular e a estocagem de espermatozoides verificada neste trabalho e, portanto, o tempo de
gestacdo per se deve ser menor do que o sugerido pelos autores. A gestacdo ndo é o Unico
fator influenciando a duracdo da estacdo reprodutiva para esse grupo. Os autores também
relatam que fémeas e, muitas vezes até os machos (DE SOUZA, 2007; TURNER;
CARMICHAEL,; SOUZA, 2008) guardam os ovos até a eclosdo dos filhotes, comportamento
conhecido como cuidado parental que ainda carece de investigacdo para essa espéecie. N&o
sabemos quanto tempo demora para os filhotes nascerem sob condi¢des naturais. Com base
nos mesmos estudos em cativeiro, uma média de 75 dias parece razoavel. Em alguns casos,

também foi relatado que as fémeas comegam a recusar alimentagdo em média 4 semanas apds
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a copula (EISELE, 2009; CORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016), e permanece sem se
alimentar até que o0s ovos sejam retirados de seus cuidados pelos cuidadores.

Portanto, considerando o periodo de gestacdo, ovipostura e cuidado parental, fémeas
de L. muta podem ficar até sete meses sem se alimentar. Ainda de acordo com alguns desses
autores, entre 798,9 g (10 ovos; BOYER; MITCHELL; MURPHY, 1989) e 1440 g (18 ovos;
DE SOUZA, 2007) de massa total da ninhada sdo perdidos pela fémea na ovipostura. Mesmo
sob condicdes de cativeiro, ou seja, recebendo alimentacdo e cuidados periodicamente, uma
mesma fémea se reproduziu por dois anos seguidos e depois ficou trés anos sem se reproduzir
(CORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016). Estes autores ainda relatam que houve uma
evidente diminui¢cdo no nimero de ovos em eventos reprodutivos consecutivos sendo que, na
quarta ovipostura, todos os ovos estavam inférteis.

Considerando essas informacGes com o fato de que as surucucus na natureza sao
extremamente seletivas quando se trata de alimentacdo, preferindo mamiferos de pequeno
porte e com massa relativa menor do que o esperado para uma espécie de serpente desse porte
(MARTINS; OLIVEIRA, 1998; TURNER; CARMICHAEL; SOUZA, 2008), € bastante
improvavel que a frequéncia reprodutiva de fémeas de surucucu seja anual na natureza. Sendo
assim, consideramos que seja improvavel que a frequéncia reprodutiva de fémeas de Lachesis
muta seja anual na natureza. Os principais fatores que podem influenciar esse padrdo estéo
relacionados com o héabito alimentar, pois o animal demoraria mais tempo até atingir a
guantidade energética suficiente; a duracdo da estacdo reprodutiva, em especial o
comportamento de cuidado parental, que prolonga o periodo em que o animal permanece sem

se alimentar; e a estrutura da populacéo.

4.4 Variacdes Interpopulacionais

As caracteristicas reprodutivas em serpentes Neotropicais sdo relativamente bem
conservadas em algumas linhagens filogenéticas, como parece ser o caso dos crotalineos
(ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002; BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS,
2014b). Entretanto, algumas diferengas na ecologia reprodutiva podem acontecer entre
especies relacionadas ou até populagdes (BELLINI; ARZAMENDIA; GIRAUDO, 2019;
PIZZATTO; JORDAO; MARQUES, 2008). Fatores ambientais e climéticos variam em
regibes diferentes e, portanto, podemos esperar que estratégias reprodutivas de uma mesma
espécie apresentem diferencgas de acordo com as areas de distribuicdo das populacdes (SHINE

2003). Uma das caracteristicas que frequentemente apresenta variacdo geografica € o tamanho
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do corpo, o qual influencia pardmetros reprodutivos importantes, como a fecundidade
(FITCH, 1970, 1982; SHINE, 1993, 1994). Para a espécie Bothrops leucurus (BARROS;
ROJAS; ALMEIDA-SANTOQOS, 2014b), foi observada uma diferenca significativa em relacao
ao tamanho da ninhada e ao tamanho do comprimento-rostro-cloacal de adultos que habitam
duas regides com diferentes regimes pluviométricos.

Solérzano e Cerdas (1989) estudaram duas populacdes de Bothrops asper da Costa
Rica separadas por uma cadeia montanhosa: uma populagéo (costa Pacifica) vive sob estacoes
seca e chuvosa bem definidas e, a outra (costa Atlantica), sob alta pluviosidade o ano inteiro.
Os autores encontraram diferencas no periodo de acasalamento e de nascimento dos filhotes.
Outro estudo que remete as influéncias climaticas foi realizado com a serpente
Erythrolamprus miliaris (PIZZATTO; MARQUES, 2006), entre populacdes da Bahia,
nordeste brasileiro, e S&o Paulo e Parand, sul e sudeste do Brasil. Os autores encontraram
diferengas no ciclo reprodutivo das duas populagdes, sendo continuo na populacdo do
nordeste brasileiro e sazonal na populacdo do sul e sudeste, relacionado aos periodos mais
guentes e chuvosos. Bellini et al. (2017) testaram pela primeira vez os efeitos ambientais e
filogenéticos na biologia reprodutiva de Xenodontini sul-americanas a partir de método
comparativo. As caracteristicas reprodutivas estudadas sugerem ser altamente influenciadas
pela ancestralidade nesse tdxon, e fatores ambientais também demonstram influéncia apesar
de em menor extensdo, principalmente relacionados ao modo reprodutivo (oviparo/viviparo).

Os nossos resultados apontam diferencas em alguns eventos reprodutivos para as duas
populacdes de Lachesis muta que ocupam o territorio brasileiro: ciclo espermatogénico,
hipertrofia do SSR e época de nascimento dos filhotes. No caso do ciclo espermatogénico, nos
machos da FA a espermatogénese tem inicio e pico entre novembro e abril (estagdo chuvosa),
seguido da copula, e quiescencia em setembro e outubro (final da estacdo seca). Ja& 0s machos
da MA, a espermatogénese coincide com a época de copula (outono/inverno) e quiescencia no
verdo. Machos de Crotalus durissus de regides distintas também apresentaram diferencas no
ciclo espermatogénico (BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-SANTOS, 2012). As autoras
relacionaram tais diferengas a plasticidade fenotipica da espécie em resposta a diferencas
climaticas. No caso das surucucus, as duas regibes apresentam regimes pluviométricos
alternados: cheias de novembro a abril na FA, e de abril a setembro na MA. Sendo assim, a
diferenca no ciclo espermatogénico entre machos de L. muta da populacdo da Floresta
Amazonica e da Mata Atlantica pode ser um caso de plasticidade fenotipica em resposta a

condicBes ambientais distintas (STEARNS, 1976), no caso o regime pluviométrico.
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Para a hipertrofia do SSR, 0s nossos resultados indicam que machos da MA
apresentam hipertrofia do SSR no outono e inverno (abril até setembro), enquanto nos machos
da FA a hipertrofia do SSR coincide com a estacdo chuvosa (novembro a abril). Em ambas as
populacgdes, o ciclo do SSR acompanha o ciclo espermatogénico. Entretanto, uma analise
histoquimicado SSR é necesséaria para uma melhor descri¢do do ciclo de hipertrofia do SSR
para os machos de L. muta para que essas diferencas sejam confirmadas.

O periodo de nascimento dos filhotes da populacdo da FA parece ser conservado em
relacdo aos crotalineos neotropicais, coincidindo com a época mais quente e Umida do ano.
Entretanto, a populacdo da MA indica certa plasticidade para esse carater, uma vez que
fémeas prenhes e filhotes foram observados em mais de uma esta¢éo do ano.

As duas populacbes de Lachesis muta também demonstraram algumas caracteristicas
conservativas: época de vitelogénese, periodo da cépula, estratégia de estocagem de
espermatozoides no oviduto e estocagem de espermatozoides no ducto deferente. No caso da
vitelogénese, fémeas das duas populacdes apresentaram vitelogénese ocorrendo nos mesmos
meses, sob influéncia de condigdes climaticas distintas. Inicio no final do outono/inicio da
estacdo seca com término na primavera/final da estacdo seca, coincidindo com a fertilizag&o.
Estocagem de espermatozoides foi observada no infundibulo posterior e UMT em fémeas da
FA e MA ao longo desse mesmo periodo, indicando que a estratégia de long-term sperm
storage (SCHUETT, 1992) pode ser obrigatoria para essa espécie. Essa € uma caracteristica
conservada para os crotalineos neotropicais e viperideos de regides temperadas (SCHUETT,
1992; ALDRIDGE; DUVALL, 2002; ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002). Nossos
dados contribuem para a hipo6tese de que a inércia filogenética seja atuante sobre o ciclo
reprodutivo de fémeas do grupo Viperidae (ALDRIDGE; DUVALL, 2002; ALMEIDA-
SANTOS; SALOMAO, 2002; BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-SANTOS, 2012).

Para a época de copula, 0s nossos resultados indicam, a partir dos dados de periodo de
atividade dos machos, estocagem de espermatozoides no oviduto e periodo de vitelogénese,
que a época de copula coincide nas duas populacdes, de abril a agosto (outono e inverno —
MA, inicio da estacdo seca — FA). Esses dados se contrapdem ao encontrado por Sol6rzano e
Cerdas (1989) para Bothrops asper, onde foi verificado épocas de cdpula distintas para as
duas populacgoes.

Machos das duas populacdes fazem estocagem no ducto deferente. Apesar da
espermatogénese ter apresentado um carater sazonal para as duas populacdes, o limen do
ducto deferente esteve repleto de espermatozoides ao longo de todo o ano, com excecdo de

alguns machos da FA que apresentaram ducto com quantidade reduzida de espermatozoides
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em alguns meses, mas nunca vazio. Essa caracteristica pode indicar que machos dessa espécie
sdo capazes de se reproduzir ao longo de todo o ano. Entretanto, estudos futuros devem
considerar avaliar a viabilidade e qualidade do esperma em diferentes épocas do ano.

Em suma, tanto a plasticidade fenotipica quanto a inércia filogenética parecem moldar
caracteristicas da biologia reprodutiva das duas popula¢@es de Lachesis muta ao longo do
Norte e do Nordeste brasileiro, e definir os limites de cada uma dessas influéncias pode ser
uma tarefa dificil. Pesquisas futuras devem considerar incluir um maior niamero amostral de
machos e fémeas, investigacdes em campo para sanar as duvidas sobre periodo de cépula e
comportamentos reprodutivos, analises histoquimicas do SSR para quantificar a variagdo da
atividade secretoria desse 6rgdo ao longo do ano, avaliagdo seminal e estudo da variacdo dos
horménios sexuais ao longo do ano.

A populacdo da Floresta Amazonica parece apresentar estratégias reprodutivas mais
conservadas em relacdo aos demais crotalineos neotropicais do que a populagdo da Mata
Atlantica.

5 CONCLUSAO

Estratégias reprodutivas das duas populacdes de Lachesis muta que ocorrem no Brasil
apresentam tanto caracteristicas conservadas em relacdo aos demais crotalineos neotropicais
(periodo de vitelogénese, periodo de copula, estocagem de espermatozoides no oviduto e no
ducto deferente) quanto plasticidade fenotipica (ciclo espermatogénico, ciclo do SSR, época
de nascimento dos filhotes). Tal plasticidade pode ser resultado de respostas imediatas a
diferencas climaticas.

A populacdo da Floresta Amazbdnica apresenta estratégias reprodutivas mais
conservadas do que a populacdo da Mata Atlantica.

O ciclo reprodutivo de machos e fémeas de L. muta é sazonal para as duas populagdes,
ao contrario do que foi sugerido pelos autores que estudaram a reproducdo desse animal em
cativeiro.

Fémeas de L. muta provavelmente ndo se reproduzem anualmente e geram poucos
filhotes por estacdo reprodutiva. Alem disso, surucucus sdo espécies especialistas e de
crescimento lento, que demoram para atingir a maturidade sexual. Tais caracteristicas sdo
preocupantes para a conservagao dessa espécie na natureza. Sendo assim, esfor¢os para a total

compreensdo da biologia reprodutiva dessa espécie e a¢des de educacdo ambiental com vista
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na conservacdo devem ser prioritarias, uma vez que esse animal sofre com a perda

exponencial de seu habitat natural e com a caca predatoria.
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CAPITULO 2: Estocagem de espermatozoides e aspectos morfolégicos do oviduto de
Lachesis muta (Serpentes: Viperidae).

“Embora raramente vista por naturalistas, essa
grande cobra inspirou mais de cinguenta nomes
populares na América Latina.Alguns brasileiros
dizem que a Surucucu apaga incéndios, outros
dizem que sugam o leite de vacas e mulheres
adormecidas. A imagem dessa serpente nos
relatos de viajantes é envolta por fantasias. Até
pouco tempo, poucos herpetoldlogos haviam
encontrado com a surucucu de fato, e sabiamos
pouco mais do que Ditmars havia relatado: elas
S0 enormes, sdo raras, supostamente ferozes e
pdem ovos, um habito Unico entre as viboras do
Novo Mundo.”

Greene 1997 — Snakes: the Evolution of mistery
in nature.

Lachesis muta. Foto: Kazuo Koba, 1967.
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1 INTRODUCAO

A grande complexidade e diversidade dos 6rgdos reprodutivos de Squamata instigam a
busca por possiveis fungdes morfoldgicas dessas estruturas, as quais podem ser co-
responsaveis pela garantia do sucesso reprodutivo das espécies (GIRLING, 2002; ROJAS;
BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 2015). Como reflexo desta complexidade estrutural,
diferentes propostas de nomenclatura e funcdo para cada regido do oviduto das fémeas de
Squamata tém sido discutidas (ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 2019). Atualmente,
0 oviduto das serpentes € dividido em infundibulo anterior e posterior, Gtero glandular, Gtero
aglandular e vagina (BLACKBURN, 1998; ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOQOS, 2015;
SEVER; HAMLETT, 2002; SIEGEL; SEVER, 2006; SIEGEL et al., 2011; SILVA et al.,
2019a).

Devido ao fato de existirem dois modos reprodutivos distintos em Squamata, oviparo e
viviparo, observam-se variacdes na morfologia e funcdo do oviduto entre diferentes espécies
que estdo relacionadas a formacdo da casca do ovo, ja que as estruturas responsaveis pela
producdo da casca ocorrem em quantidades diferentes nos dois grupos de espécies
(GIRLING, 2002). Nas espécies oviparas, a regido do Utero glandular é constituida por grande
quantidade de glandulas mucosas, as quais sdo menos evidentes nas espécies viviparas. Sua
funcdo € associada a producdo da casca do ovo e, ao longo do ciclo reprodutivo, é possivel
observar mudancas morfo-estruturais nessa regidao, como aumento da altura e da atividade
secretéria do tecido epitelial (GIRLING, 2002; PERKINS; PALMER, 1996; ROJAS;
BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 2015; BRAZ et al., 2018)

Outro aspecto intrigante a respeito do oviduto de Squamata é a observacdo recorrente
da capacidade de estocagem de espermatozoide (HOLT; FAZELI, 2016). Nas serpentes, a
estocagem pode ocorrer em duas regides: no infundibulo posterior, em regides especializadas
chamadas de receptaculos seminais; e no utero aglandular, onde o esperma é alojado em
criptas ou glandulas (ALMEIDA-SANTOS et al., 2017; ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO,
1997; BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2014a; BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-
SANTOS, 2012; FOX, 1956; LUDWIG; RAHN, 1943). Esta estratégia ocorre quando o
periodo de copula é dissociado do periodo de ovulagdo nas fémeas e, assim, a estocagem
garantiria o episddio da fertilizacdo (SHUETT, 1992). Sdo descritas duas estratégias de
estocagem de espermatozoides para serpentes: short-term storage, ou estocagem de curto

prazo, quando os espermatozoides sdo estocados em regides do infundibulo posterior até a
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ovulacédo; ou long-term storage, ou estocagem de longa duracgdo, quando o espermatozoide é
estocado primeiro no Utero aglandular e depois, proximo a época de ovulagdo, ascende até a
regido do infundibulo (ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 1997; HALPERT; GARSTKA,
CREWS, 1982; SCHUETT, 1992; SIEGEL et al., 2011).

Para que seja possivel o fenébmeno da estocagem de espermatozoide, 0 oviduto deve
apresentar estruturas fisicas e/ou mecanismos quimicos que garantam a sobrevivéncia dos
espermatozoides durante o periodo necessario (FOX, 1956; HALPERT; GARSTKA;
CREWS, 1982; MARINHO et al., 2009; SEVER; RYAN, 1999; SEVER; HAMLETT, 2002).
No caso do infundibulo posterior, glandulas tubulares ou alveolares e células ciliadas
garantem comunica¢do e movimentacao entre o limen e os receptaculos de sémen (FORD;
SEIGEL, 2011; FOX, 1956). J& no Utero aglandular, em especial para a familia Viperidae, a
estocagem ocorre por meio da formacdo da UMT (Uterine Muscular Twisting) (ALMEIDA-
SANTOS; SALOMAO, 2002). A UMT consiste em uma alteracdo morfoldgica na camada
muscular circular e na mucosa que, quando contraidas, assumem um padréo espiral (MUNIZ-
DA-SILVA et al., 2018). Os espermatozoides, entdo, ficam retidos nas dobras que séo
formadas pela espiral (ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002; ALMEIDA-SANTOS;
SALOMAO, 1997; BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2014a; BARROS; SUEIRO:
ALMEIDA-SANTOQOS, 2012).

Tanto a estocagem quanto a presenca da UMT, é observada frequentemente na familia
Viperidae e é descrita para muitas espécies do género Bothrops e Crotalus (ALMEIDA-
SANTOS; SALOMAO, 2002; ALMEIDA-SANTOS et al.,, 2017; ALMEIDA-SANTOS;
SALOMAO, 1997; BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2014a; BARROS; SUEIRO:
ALMEIDA-SANTOS, 2012; SILVA et al., 2019b). Para a espécie Lachesis muta (surucucu),
e inclusive para o género Lachesis como um todo, ndo existe nenhum relato na literatura que
comprove ou ndo a formacdo do UMT na regido da juncdo Utero-vaginal, assim como a
ocorréncia ou nao de estocagem de espermatozoide em alguma regido do oviduto.

A espécie Lachesis muta, conhecida popularmente como surucucu ou surucucu-pico-
de-jaca, é o maior viperideo do continente americano e sua distribuicdo é restrita as florestas
tropicais e Umidas da América do Sul: os biomas da Floresta Amazonica e da Mata Atlantica
brasileira (VIAL; JIMENEZ-PORRAS, 1967; CAMPBELL; LAMAR, 2004). E um grupo
extremamente interessante e filogeneticamente complexo (FENWICK; GREENE;
PARKINSON, 2012), que apresenta a oviparidade como modo reprodutivo, ao contrario dos
demais crotalineos neotropicais (AMARAL, 1925; CAMPBELL; LAMAR, 2004).

Informacdes sobre a biologia reprodutiva desta espécie estdo restritas a acompanhamentos em
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cativeiro, sem andlise histoldgica e anatdmica do trato reprodutivo dos animais (RIPA, 1999,
2004; MELGAREJO et al., 1999; DE SOUZA, 2007; CORRALES, 2016). O tnico trabalho
realizado com avaliacdo histologica (ALVES; ARGOLO; CARVALHO, 2014) nio foi
conclusivo para a estratégia de estocagem de espermatozoides pois ndo avaliou o infundibulo
posterior ou a regido da UMT. Além disso, este trabalho apresenta equivocos em relagéo ao
ciclo reprodutivo feminino, como classificacdo errbnea entre fémeas prenhes e em
vitelogénese secundaria (Eletra de Souza, obs. pess.), 0 que impossibilita a interpretacdo dos
resultados.

Sendo assim, aspectos de estrutura e morfologia do oviduto da surucucu permanecem
sem esclarecimento e levantam questdes acerca da existéncia ou ndo da estocagem de
espermatozoides. O presente trabalho teve como objetivo investigar a estrutura e a morfologia
do oviduto das fémeas de Lachesis muta ao longo das etapas de vitelogénese priméria e
secundaria do ciclo reprodutivo, a fim de confirmar a hipétese de que essa espécie apresenta a
estratégia de estocagem de espermatozoides, assim como a presenca do Uterine Muscular
Twisting (UMT) na regido da juncdo Utero-vaginal. Com nossos resultados, buscamos
contribuir na deteccdo de um padrdo nas estratégias reprodutivas de fémeas da familia

Viperidae.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Os animais

Foram examinados 47 exemplares de fémeas de Lachesis muta da regido da Floresta
Amazonica brasileira (FA) e da Mata Atlantica (MA), dos Estados de Pernambuco, Bahia,
Alagoas, Minas Gerais, Espirito Santo, Mato Grosso, Para, Roraima, Rondo6nia, Acre e
Amazonas. Os individuos analisados eram procedentes das seguintes cole¢des herpetoldgicas
e instituicdes: Colecdo Herpetoldgica Alphonse Hoge do Instituto Butantan (IBUSP), Museu
de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (MZUSP), Museu Paraense Emilio Goeldi
(MPEG) e Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Santa Cruz (MZUESC).

Do total de individuos avaliados, 27 fémeas estavam em vitelogénese priméria, V1,
(foliculos < 15 mm), 12 em vitelogénese secundaria, V2, e trés fémeas prenhes. Nao foi

possivel verificar o estagio reprodutivo em cinco individuos.
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2.2 Coleta de dados

Para todos os espécimes foram coletados o comprimento rostro-cloacal (CRC), o
diametro do maior foliculo ovariano (paguimetro digital 0,1 mm), e visualmente registrada a
presenca ou auséncia da Uterine Muscular Twisting (UMT). As fémeas foram consideradas
maturas quando apresentavam foliculos em vitelogénese secundaria (> 15 mm), ou a presenca
de ovos no oviduto, ou Utero escuro, alargado e com presenca de dobras, ou pela presenca do
UMT, ou a partir da observacédo de espermatozoides no oviduto em andlise histologica.

Para verificar a ocorréncia de estocagem de espermatozoides e a variacdo das
estruturas morfolégicas do oviduto ao longo das diferentes fases do ciclo reprodutivo,
fragmentos de tecido histologico foram coletados de 2 fémeas prenhes, 20 fémeas em V1 e 12
fémeas em V2. As amostras coletadas correspondem a aproximadamente 10 mm do
infundibulo posterior, do utero aglandular, do utero glandular e da vagina. Todos o0s
fragmentos histologicos foram mantidos em etanol 70% até serem submetidos a protocolo

padrdo de inclusdo em parafina.

2.3 Microscopia de luz

As amostras foram processadas em protocolo padrdo de inclusdo em parafina: série
crescente de desidratacdo em etanol 70%, 80%, 90% e 100%, seguido de diafanizacdo em
Xilol fracionado e Xilol puro. Apds, foram submersos em parafina na estufa a 60°C durante
24 horas e depois impregnados definitivamente com parafina e cera de abelha em proporcéo
1:1. Os cortes foram feitos em micrétomo na espessura de 5 pum. A coloragdo histoldgica
padrdo utilizada foi hematoxilina e eosina (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008)

Para determinar possiveis variagdes na atividade secretdria do oviduto durante as fases
do ciclo reprodutivo, as amostras também foram submetidas as seguintes reacdes
histoquimicas: acido periodico de Schiff (PAS) para identificacdo de carboidratos neutros,
alcian blue (AB) pH 2.5 para identificagdo de glicosaminoglicanos carboxilados, e
bromofenol blue (BB) para identificacdo de proteinas.

Fotografias foram feitas no Microscopio Olympus BX 51, acoplado a cAmera digital
Olympus DP73 no laboratorio de Biologia Celular do Instituto Butantan.
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2.4 Microscopia eletronica de varredura

Para realizar a microscopia eletrénica de varredura, as amostras foram lavadas e
desidratadas em uma série crescente de etanol. Entdo, os tecidos foram secos pelo método do
ponto critico usando didxido de carbono como fluido de transi¢do. Apds, o material foi
montado em stubs usando fita adesiva dupla face e borrifados com ouro de acordo com
metodologia em (MUNIZ-DA-SILVA et al.,, 2018). As imagens foram analisadas e
capturadas em uma maquina FEI Quanta 250 no Departamento de Cirurgia da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo.

2.5 Andlise de dados

Para verificar a variacdo nas estruturas histologicas e atividade secretoria ao longo do
ciclo reprodutivo, foram tiradas medidas microscépicas em 15 fémeas em V1 e 11 fémeas em
V2. As medidas feitas foram: altura do epitélio do infundibulo posterior, alturado epitélio da
vagina, alturado epitélio do utero glandular e didmetro das glandulas mucosas do Utero
glandular. Para cada estrutura, cada medida foi replicada cinco vezes a fim de obter a média.
As medicdes foram feitas utilizando o software de imagem cellSens, em aumento 20x.

Os dados foram analisados de acordo com Zar (1999), utilizando-se teste paramétrico
ou o equivalente ndo paramétrico dependendo da normalidade e homogeneidade das amostras.
As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05. Para o comprimento do
epitélio do infundibulo posterior, utilizamos o teste de Mann Whitney Wilcox, e para o
restante foi utilizado o teste t de Student. A varidvel dependente foi o ciclo reprodutivo, ou

seja, V1 ou V2. Os testes estatisticos foram feitos no software R.

3 RESULTADOS

3.1 Uterine Muscular Twisting (UMT)

Pela primeira vez foi observado a formacéo da contracdo muscular uterina na regido
do Utero aglandular, a UMT, para o grupo Lachesis. A UMT foi observada em 15 fémeas
avaliadas, sendo uma prenhe, seis em vitelogénese secundaria (V2), sete em vitelogénese

primaria (V1), e duas em estagio indeterminado (Tabela 2.1). Foram encontrados
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espermatozoides estocados na UMT de uma fémea prenhe e de duas fémeas em V2, e no

infundibulo posterior de uma fémea em V1 e uma fémea em V2.

Tabela 2.1 — Espécimes examinados de Lachesis muta. (T/C = numero de tombo/ cole¢do; CRC = comprimento
rostro-cloacal; E. R. = estagio reprodutivo — P = prenhe, V1 = vitelogénese primaria, V2 = vitelogénese
secundaria; UMT = uterine muscular twisting, sim — presente, ndo — ausente; Regido = habitat, FA — Amaz6nia,

MA — Mata Atlantica; Sptz = presenca de espermatozoides, UMT: uterine muscular twisting; IP: infundibulo

posterior).
T/C CRC Més E.R. UMT RegidoSptz
(mm)

45997/1BU 1830 Agosto P Sim FA uMT
8697/1BU 1420 Julho V1 Sim MA
1154/1BU 1600 Fevereiro V1 Né&o MA
9308/1BU 1620 Junho V1 Néo MA
9320/1BU 1960 Junho V1 Néo MA
17957/1BU 1630 Novembro V1 Né&o MA
55361/1BU 1780 Novembro V1 Néo FA
11282/MZUSP 1730 Abril V1 N&o FA
9415/MZUSP 1800 Janeiro V1 Néo FA
9416/MZUSP 1930 Fevereiro V1 Né&o FA
9261/MZUSP 1790 Setembro V2 Sim FA
4261/MZUSP 1650 Fevereiro V1 Sim FA
11188/MZUSP 1840 Outubro V1 N&o FA
11184/MZUSP 2005 Fevereiro V1 Sim FA
19666/MZUSP 1500 Setembro V1 Né&o FA
17760/MPEG 1710 Marco - Sim FA
19122/MPEG 1970 Marco V1 Sim FA IP
16514/MPEG 1830 Maio V2 Sim FA UMT
22007/ MPEG 1750 Marco V1 Nao FA
19890/MPEG 1770 Janeiro V1 Néo FA

20710/ MPEG 2030 Julho V2 Nao FA
21683/MPEG 1680 Abril V1 Nao FA

21684/ MPEG 1830 Maio V2 Né&o FA IP
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314/MZUESC 1716 Setembro V1 Nao MA

710/MZUESC 1637 Janeiro V1 Néo MA
1079/ MZUESC 1575 Dezembro V1 Sim MA
1081/MZUESC 1441 Julho - Nao MA
1528/MZUESC 1852 Maio V1 Néo MA
1404/MZUESC 1575 Novembro V1 Néo MA
1407/MZUESC 1545 Marco V1 N&o MA
2085/MZUESC 2070 Agosto V2 Sim MA
2913/MZUESC 1850 Marco V1 Sim MA
2965/MZUESC 1690 Abril V1 Sim MA
3013/MZUESC 1435 Abril V1 N&o MA
3014/MZUESC 1444 Abril V2 N&o MA
3123/MZUESC 2200 Agosto V2 Sim MA
5029/MZUESC 1912 Janeiro - Sim MA
5359/MZUESC 1806 Junho V2 N&o MA
5442/MZUESC 1749 Maio V2 Néo MA
6603/MZUESC 1626 Marco V1 Néo MA
7354/MZUESC 1686 Junho V2 Sim MA
7430/MZUESC 1570 Julho V2 Sim MA
7803/MZUESC 1909 Setembro P N&o MA
8041/ MZUESC 1901 Outubro - N&o MA
8538/MZUESC 1790 Marco P N&o MA
9313/MZUESC 1565 Setembro V2 N&o MA UMT
3031/MZUESC 1837 Maio - Néo MA

Fonte: SOUZA, E. 2020

3.1.1 Aspecto morfolégico da UMT

Macroscopicamente, a UMT consiste em uma modificacdo de formato espiralado na
regido imediatamente anterior a vagina (Figura 2.1 e 2.2 D). Essa alteracéo era percebida com
facilidade na maioria dos individuos, mas, as vezes, era necessario retirar uma camada

superficial da serosa para melhor visualizag¢do (Figura 2.2 A, B e C).
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Figura 2.1 — Aspecto geral da UMT de Lachesis muta. Ve = vagina esquerda; VVd = vagina direita; setas apontam

a regiao do Utero aglandular onde esta formado o fenémeno do UMT.

Fonte: SOUZA, E. 2020

Figura 2.2 — Tipos morfologicos do UMT encontrados em fémeas diferentes de Lachesis muta. A), B) e C) Além
do formato em espiral, a regido também forma um “zigue-zague”. D) Formato em espiral. Vag= vagina; setas

apontam a regido do Utero aglandular onde esta formado o fenémeno do UMT.

e — 1 :“_P'

Fonte: SOUZA, E. 2020
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3.1.2 Aspecto microscopico do UMT

Histologicamente, a regido do Utero aglandular onde é formado o UMT é constituida,
da camada mais interna a mais externa, de mucosa, tecido muscular circular, tecido muscular

longitudinal e serosa (Figura 2.3 A e B; Figura 2.4).

Figura 2.3 — Microscopia Eletronica de Varredura da regido do Utero aglandular onde é formado a UMT em
Lachesis muta. Aumento 300 um. A) Corte longitudinal. B) Corte transversal. Legenda: a=mucosa; b=tecido

muscular circular; c=tecido muscular longitudinal; d=serosa; L=IUmen.

o

Mok

Fonte: LOBO, L. M. (2019)
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Figura 2.4 — Regido do Gtero aglandular onde é formado a UMT em Lachesis muta. Corte transversal.
Hematoxilina e Eosina. Aumento 4x. Legenda: a=mucosa; b=tecido muscular circular; c=tecido muscular

longitudinal; d=serosa; L=IGmen.

Fonte: SOUZA, E. 2020.

A mucosa que reveste toda a regido do UMT caracteriza-se por um epitélio
pseudoestratificado, formado por células colunares ciliadas e nao-ciliadas, e pelo tecido
conjuntivo denso (Figura 2.5).
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Figura 2.5 — Regido do utero aglandular onde é formado a UMT em Lachesis muta. Corte longitudinal.

Hematoxilina e Eosina. Aumento 40x. Legenda: a=epitélio pseudoestratificado colunar; b=tecido conjuntivo

denso; L=IGmen;—»=células ndo-ciliadas; asteriscos(*)=cilios; B»>=lamina prépria.

Fonte: SOUZA, E. 2020

3.2 Estocagem de espermatozoides no oviduto

Este € o primeiro relato de estocagem de espermatozoides no oviduto de serpentes do
género Lachesis. Foram encontrados espermatozoides em cinco fémeas avaliadas, uma estava
prenhe, uma em V1 e trés em V2 (Tabela 2.2). Duas observacdes foram feitas na regido do

infundibulo posterior (IP) e trés na regido do UMT.
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Tabela 2.2 - Espécimes de Lachesis muta com estocagem de espermatozoides. (T/C=nUmero de tombo/ colecdo;
CRC=comprimento rostro-cloacal; E. R.=estagio reprodutivo — prenhe, V1 — vitelogénese primaria, V2 —
vitelogénese secundaria; UMT=uterine muscular twisting, sim — presente, ndo — ausente; Regido=habitat, FA —
Amazbnia, MA — MataAtlantica;Sptz=presenca de espermatozoides, UMT — uterine muscular twisting, IP —
infundibulo posterior).

CRC )
T/C Més E.R. UMT Regido Sptz
(mm)
45997/1BU 1830 Agosto Prenhe Sim FA UMT
19122/MPEG 1970 Marco V1 Sim FA IP
16514/MPEG 1830 Maio V2 Sim FA UMT
21684/ MPEG 1830 Maio V2 Néo FA IP
9313/MZUESC 1565 Setembro V2 Nao MA UMT

Fonte: SOUZA, E. 2020.

O IP apresenta inumeras invaginacdes ciliadas e tubulos de estocagem de
espermatozoides (SSTs) constituidos de epitélio cuboide simples ciliado envolto por tecido
conjuntivo denso (Figura 2.6). Apesar de inUmeros SSTs terem sido observados na regido,
nenhuma fémea apresentou espermatozoides estocados nessas estruturas e, quando presente,

estavam no limen do 6rgédo (Figura 2.7 A, B, C e D).
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Figura 2.6 — Corte longitudinal da regido do infundibulo posterior. Hematoxilina e eosina. Aumento 40x.
Legenda: a=epitélio cuboide simples ciliado; b=tecido conjuntivo denso; L=limen; asteriscos (*)=tlbulos de

estocagem de espermatozoides vazios; setas (—» )=cilios.
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Fonte: SOUZA, E. 2020
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Figura 2.7 — Estocagem de espermatozoides no infundibulo posterior de Lachesis muta. Corte longitudinal.

Hematoxilina e Eosina. Legenda: setas (—) =espermatozoides; asteriscos(*)=invaginacdes ciliadas e/ou SSTs
vazios. A) Fémea em V1 (40x). B) Maior aumento de A (100x). C) Fémea em V2 (20x). D) Maior aumento de C

Fonte: SOUZA, E. 2020.

No UMT, uma quantidade reduzida de espermatozoides foi encontrada em uma fémea
prenhe (Figura 2.8 A e B) e em uma fémea em V2 avancada (Figura 2.8 E e F), cujo maior
foliculo tinha o tamanho de 49,91 mm. Grande quantidade de espermatozoides foi encontrada
em uma fémea em V2 (Figura 2.8 C e D), cujo maior foliculo tinha o tamanho de 38,59 mm.
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Figura 2.8 — Estocagem de espermatozoide no UMT de Lachesis muta. Corte longitudinal. Hematoxilina e

eosina. Legenda: setas (—) =espermatozoides; L=limen. Quadrados= regides em maior aumento. A) Fémea
prenhe (10x). B) Maior aumento de A (100x). C) Fémea em V2 (4x). D) Maior aumento de C (40x). E) Fémea

Fonte: SOUZA, E. 2020.

3.3 Alteracdes secretdrias no oviduto ao longo do ciclo reprodutivo

3.3.1 Infundibulo posterior

Observamos que o epitélio do infundibulo posterior aumenta consideravelmente de
tamanho nas fémeas em V2, quando comparado com as fémeas em V1. E possivel visualizar o
aumento do epitélio e secrecbes que preenchem o limen do érgdo (Figura 2.9). Os resultados
estatisticos do teste ndo paramétrico de Mann Whitney Wilcox sugerem diferenca
significativa nas médias da altura do epitélio desse 6rgdo entre os dois periodos reprodutivos
(W= 36, p = 0,02463; Figura 2.10). O valor médio para as fémeas em V1 foi de 12,141 pm e
para as fémeas em V2 foi de 20,645 pum.
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Figura 2.9 — Infundibulo posterior. Corte longitudinal. Hematoxilina e Eosina. Aumento 10x. A) Vitelogénese

secundaria. B) Vitelogénese primaria. Ep = epitélio, s = secrecdo, L = limen, SSTs = tdbulos de estocagem de

espermatozoides.

Fonte: SOUZA, E. 2020

Figura 2.10 —Média e variacao da altura do epitélio do infundibulo posterior. Eixo x = estdgio reprodutivo, V1 =
vitelogénese primaria, V2 = vitelogénese secundaria. Eixo y = log do comprimento do epitélio do infundibulo
posterior. Asterisco (*) = diferenca significativa.
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Fonte: SOUZA, E. 2020

Na analise histoquimica, o epitélio do infundibulo posterior teve reacdo positiva
intensa para 0 PAS e 0 AB nos estagios de V2 (Figura 2.11 A e B) e prenhez (Figura 2.12 A e
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B), porém néo foi reativo para BB em nenhum estagio do ciclo reprodutivo (Figura 2.13 A, B

e C). Os SSTs néo foram reativos com nenhum corante.

Figura 2.11 — Infundibulo posterior de Lachesis muta em estagio de vitelogénese secundaria (V2) indicando
reacdo positiva para PAS e AB na regido epitelial. Corte longitudinal. Aumento 10x. PAS+ = reacdo positiva

para PAS; AB+ = reacéo positiva para AB.
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Fonte: SOUZA, E. 2020
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Figura 2.12 — Infundibulo posterior de Lachesis muta em estagio de prenhez indicando rea¢do positiva para PAS
e AB na regido epitelial. Corte longitudinal. Aumento 20x. PAS+= reacdo positiva para PAS.
Asterisco(*)=tlbulos de estocagem de espermatozoides. Setas(—»)= tecido epitelial do infundibulo
posterior A) PAS+; B) AB+

Fonte: SOUZA, E. 2020.
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Figura 2.13 — Infundibulo posterior de Lachesis muta em diferentes estagios reprodutivos em reacdo negativa

para BB na regido epitelial(setas). Corte longitudinal. 10x. BB-= reagdo negativa para BB. SSTs = tubulos de

3.3.2UMT

Na andlise histoquimica, o epitélio do UMT teve reacdo positiva moderada para o0 AB
nos estagios de V1 e intensa no estagio de V2 (Figura 2.14 A e B), reagindo inclusive com 0s
espermatozoides presentes no lumen (Figura 2.14 B). O PAS foi levemente reativo para o
epitélio do UMT, apenas na regido apical das células epiteliais no estagio de V2, eteve reacdo
positiva com os espermatozoides presentes no limen (Figura 2.15).0 BB nao foi reativo em
nenhum estagio do ciclo reprodutivo (Figura 2.16 A, B e C).
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Figura 2.14 — UMT de Lachesis mutaem diferentes estagios reprodutivos em reacdo positiva para AB na regido
epitelial, indicado pelas setas (—). A) Fémea em V1 (10x); L=ltmen. B) Fémea em V2 (20x). Asteriscos (*)

indicam reac&o positiva para AB nos espermatozoides; L=lUmen; sptz = espermatozoides.
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Fonte: SOUZA, E. 2020.
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Figura 2.15 — UMT de Lachesis muta em reacdo positiva para o PAS. Corte longitudinal. 10x. PAS+ na regido

epitelial (setas). PAS+ no aglomerado de espermatozoides (*).

Fonte: SOUZA, E. 2020.
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Figura 2.16 — UMT de Lachesis muta em diferentes estagios do ciclo reprodutivo em reagdo negativa para BB na

regido epitelial, indicado pelas setas (—). A) Fémea prenhe com espermatozoides indicados pelo circulo

(Longitudinal, 20x). B) Fémea em V1 (Transversal 10x). C) Fémea em V2 (Longltudlnal 10x).
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Fonte: SOUZA, E. 2020.

3.3.3 Vagina e plug copulatério

As medidas microscopicas do epitélio vaginal também tiveram diferenca significativa
entre o periodo de V1 e V2 (t = -5,5119, gL = 18, p < 0,00001; Figura 2.17). O valor médio
para a altura do epitélio vaginal nas fémeas em V1 foi 28,258 um e para as fémeas em V2 foi
61,491 pm.
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Figura 2.17 — Média e variacdo da altura do epitélio da vagina. Eixo x = estagio reprodutivo, V1 = vitelogénese
primaria, V2 = vitelogénese secundéria. Eixo y = log do comprimento do epitélio da vagina. Asterisco (*) =

diferenca significativa.

Ly

< *
g |
[ * :
S - | S N
Z @ '
()]
o

a | .

[ ] -

w |

™ i i

W1 V2

Estagio Reprodutivo

Fonte: SOUZA, E. 2020

Na analise histoquimica, o epitélio vaginal demonstrou alteracdo na atividade
secretoria ao longo das diferentes fases do ciclo reprodutivoe de acordo com a presenca ou
auséncia de plug copulatoério. Foram avaliadas quatro fémeas da FA plug na regido da vagina,
o qual foi intensamente reativo para os testes histoquimicos de AB, PAS e BB. Duas fémeas
em inicio de V2 e coletadas no més de julho e setembro. As duas fémeas restantes foram
coletadas nos meses de maio e julho, sendo que uma delas estava em V1 e, para a outra, ndo
foi possivel determinar o estagio folicular. Nao foram encontrados espermatozoides no plug
ou em nenhuma outra regido do oviduto dessas fémeas.

Para o AB, o epitélio vaginal teve reacdo positiva quando a fémea estava em V2, tanto
na presenca quanto na auséncia de plug (Figura 2.18 A e B), e em V1 apenas na presenca de
plug copulatério (Figura 2.18 C e D). Em relagdo ao PAS, a reacdo foi positiva em V1 e em
V2, na presenca e na auséncia de plug copulatério (Figura 2.19 A, B, C e D). Ja o BB reagiu
positivamente com o plug copulatorio, porém com o epitélio secretor da vagina a reacédo foi
de leve a moderada quando na presenca do plug (Figura 2.20 A, B e C), ou negativa quando

na auséncia (Figura 2.20 D), tanto em V1 quanto em V2.
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Figura 2.18 — Vagina de Lachesis muta em diferentes estagios do ciclo reprodutivo em reacéo positiva para AB
na regiao epitelial, indicado pelas setas ( — ) e no plug copulatério, indicado pelo asterisco (*). Corte
longitudinal. L=l0men. AB+= reagdo positiva para AB. AB-= reacdo negativa para AB.

A) Fémea em V2 com plug (10x). B) Fémea em V2 sem plug (10x). C) Fémea em V1 com plug (10x). D) Fémea

em V1 sem plug eAB- (Corte transversal, 4x).

Fonte: SOUZA, E. 2020.
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Figura 2.19 — Vagina de Lachesis muta em diferentes estégios do ciclo reprodutivo em reacéo positiva para PAS

na regiao epitelial, indicado pelas setas ——) e no plug copulatério, indicado pelo asterisco (*). Corte

longitudinal. L=l0men. PAS+= reacéo positiva para PAS.
A) Fémea em V1 sem plug (Corte transversal, 4x). B) Fémea em V1 com plug (20x). C) Fémea em V2 com plug

(20x). D) Fémea em V2 sem plug (10x).

Fonte: SOUZA, E. 2020.
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Figura 2.20 — Vagina de Lachesis muta em diferentes estagios do ciclo reprodutivo em reacéo positiva para AB
na regiao epitelial, indicado pelas setas ( —— ) e no plug copulatério, indicado pelo asterisco (*). Corte

longitudinal. L=ldmen. BB+= reagdo positiva para BB. BB-= rea¢do negativa para BB. A) Fémea em V1 com

plug (20x). B) Fémea em V1com plug (20x). C) Fémea em V2 com plug (20x). D) Fémea em V2 sem plug e

Fonte: SOUZA, E. 2020

3.3.4 Utero glandular

A regido do Utero glandular apresentou diversas modificac@es ao longo dos diferentes
estagios reprodutivos das fémeas de Lachesis muta. Tais modificacBes ocorreram tanto em
relacdo ao numero e ao tamanho das glandulas que estdo presentes no 6rgdo, quanto em
relacdo a atividade secretora das glandulas e do epitélio uterino. As medidas microscépicas
tanto da altura do epitélio quanto do didmetro das glandulas mucosas mostraram diferencgas
significativas entre os periodos de V1 e V2. No caso das medidas da altura do epitélio, os
valores médios para as fémeas em V1 foi de 10,335 um e para as fémeas em V2 foi de 15,371
pum (t =-3,7031, gL = 23, p = 0,001172; Figura 2.21). Para o didametro das glandulas, o valor
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médio para fémeas em V1 foi de 26,315 pum e para fémeas em V2 foi de 46,083 um (t = -
3,9039, gL =24, p = 0,0006716; Figura 2.22).

Figura 2.21 — Média e variagdo da altura do epitélio do Utero glandular. Eixo x = estagio reprodutivo, V1 =
vitelogénese priméria, V2 = vitelogénese secundéaria. Eixo y = log da altura do epitélio do Gtero glandular.
Asterisco (*) = diferenca significativa.
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Fonte: SOUZA, E. 2020

Figura 2.22 — Média e variacdo do didmetro das glandulas do Gtero glandular. Eixo x = estagio reprodutivo, V1 =
vitelogénese primaria, V2 = vitelogénese secundaria. Eixo y = log do diametro das glandulas do Gtero glandular.
Asterisco (*) = diferenca significativa.
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Fonte: SOUZA, E. 2020
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Fémeas no estdgio de V2 apresentaram visualmente uma quantidade maior de
glandulas na regido da mucosa do Utero, e a espessura da camada glandular maior quando

comparada a outras fémeas em V1, além de glandulas mais acidofilas (Figura 2.23 A e B).

Figura 2.23 — Utero glandular de Lachesis muta em diferentes estagios do ciclo reprodutivo. Corte Longitudinal.
Hematoxilina e Eosina. Setas ( — ) indicam glandulas uterinas. L=IGmen. A) Fémea em V1 (10x). B) Fémea
em V2 (10x).

[P

Fonte: SOUZA, E. 2020

Para os testes de histoquimica, a regido do Gtero glandular foi positivamente reativa
para os trés tipos de corantes utilizados (AB, PAS e BB) tanto em fase de vitelogénese
priméria quanto em vitelogénese secundaria, porém a intensidade diferiu consideravelmente
entre os dois estagios reprodutivos.

O epitélio do atero glandular foi moderadamente reativo para o AB na fase de V2
(Figura 2.24 A e B). As glandulas do utero glandular e a regido apical do epitélio foram
intensamente reativas para 0 PAS na fase de V2 e moderadamente reativas na fase de V1
(Figura 2.25 A e B). Ja para o BB, as glandulas e a regido apical do epitélio foram
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moderadamente reativas na fase de V2 e levemente reativas na fase de V1 (Figura 2.26 A e
B).

Figura 2.24 — Utero glandular de Lachesis muta em diferentes estagios do ciclo reprodutivo em reacéo positiva

para o AB na regido epitelial, identificada pelas setas ( — ). Corte Longitudinal. L=limen. AB+= reacao

Fonte: SOUZA, E. 2020.
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Figura 2.25 — Utero glandular de Lachesis muta em diferentes estagios do ciclo reprodutivo em reagdo positiva
para o PAS na regido glandular, identificada pelas setas ( —). Corte Longitudinal. L=limen. PAS+= reacao
positiva para PAS. A) Fémea em V1 (10x). B) Fémea em V2 (10x).

_ % - e~

Fonte: SOUZA, E. 2020.
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Figura 2.26 — Utero glandular de Lachesis muta em diferentes estagios do ciclo reprodutivo em reago positiva
para o AB na regido glandular, identificada pelas setas (—). Corte Longitudinal. L=limen. BB+= reacédo
positiva para BB. A) Fémea em V1 (10x). B) Fémea em V2 (10x).
D NN TS

Fonte: SOUZA, E. 2020.

3.4 Resumo das alteracdes secretdrias no oviduto ao longo do ciclo reprodutivo

A seguir, a Tabela 2.3 resume os resultados histoquimicos encontrados no oviduto de
L. muta. A determinacdo da intensidade da reacdo com cada corante foi feita de acordo com
uma adaptacdo de Rojas et al. (2013) e Silva et al. (2019).
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Tabela 2.3 — Resumo das alteracBes secretorias que foram observadas no oviduto e nas estruturas encontradas
(i.e., plug copulatério, UMT e espermatozoides) ao longo do ciclo reprodutivo das fémeas de Lachesis muta.
Legenda: E.R. = estagio reprodutivo: V1, vitelogénese priméria; V2, vitelogénese secundaria; P, prenhe;
PAS=4cido periodico de Shiff; AB=Alcian Blue; BB=Bromofenol Blue; *** = reacdo intensa; ** = reacdo

moderada; * = reacdo fraca; - = reagdo negativa; # = reacdo positiva apenas na presenca de plug copulatorio.

Estrutura E.R. PAS AB BB

V1 - - -

Infundibulo posterior V2 falake *okk -

P *kKk *kk _

V1 - "ok i

UMT
V2 * *kk _
V1 * *kf *
Epitélio vaginal

V2 **% * kK *i

Utero glandular V1 *ok * *
(epitélio) \V2) Fekk *ok —

Utelo glandular V1 *ok - *
(glandulas) V2 il - *k
Plug copulatério *kk *kk e

Espermatozoides Hkk Fokk -

Fonte: SOUZA, E. 2020.

4 DISCUSSAO

A uterine muscular twisting (UMT) é uma modificacdo na parte aglandular do Gtero
possivelmente associada a maturidade sexual das fémeas, quando os niveis médios dos
hormonios sexuais aumentam e estimulam a formagdo da estrutura (MUNIZ-DA-SILVA,
2016; YAMANOUYE et al.,, 2004). Durante a época de gravidez, niveis elevados de
progesterona relaxam a musculatura do Gtero aglandular, relaxando também a UMT (MUNIZ-
DA-SILVA, 2016). O hormonio P4, principal progesterona encontrada nas serpentes, estd em
nivel baixo no inicio da gestagdo e aumenta progressivamente até atingir o pico hormonal,
proximo ao segundo terco da gestacdo (ALDRIDGE, 2011; HIGHFILL; MEAD, 1975;
CHAN; ZIEGEL; CALLARD, 1973). No presente trabalho, observamos a UMT em uma

fémea prenhe de Lachesis muta. Silva et al. (2019a) também encontraram uma fémea prenhe
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de Bothrops atrox com a estrutura presente. A fémea prenhe encontrada aqui possivelmente
estava no inicio da gravidez, uma vez que ndo foi possivel identificar o embrido dentro do
maior ovo dissecado (Capitulo 1), o que pode justificar o fato de a UMT ainda néo ter se
desfeito. Entretanto, tal suposicédo € especulativa e mais estudos sdo necessarios, uma vez que
a biologia endocrina de serpentes e as fun¢des hormonais associadas aos eventos reprodutivos
ainda carecem de maior investigacdo (DENARDO; TAYLOR, 2011), inclusive no que diz
respeito a formacédo da UMT.

A UMT frequentemente € encontrada em varias espécies de viperideos, como
Bothrops (ALMEIDA-SANTOS; SALOMADO, 2002), Crotalus (ALMEIDA-SANTOS;
SALOMAO, 1997; MUNIZ-DA-SILVA et al., 2018) e Vipera (NILSON; ANDREN, 1982).
A observacdo dessa estrutura para espécies do género Lachesis era desconhecida até o
momento, e sua ocorréncia corrobora a hipotese de que a formacédo dessa estrutura na regiao
aglandular do Utero pode ser um carater ancestral para o grupo (ALMEIDA-SANTOS;
SALOMAO, 2002). A funcio da UMT ainda € discutida por diversos autores, em especial sua
possivel associacdo com a estratégia de estocagem de espermatozoides. Seigel e Sever (20086,
2008) argumentam que essa regido € apenas um local de passagem dos espermatozoides até
que eles alcancem de fato o local de estocagem, o infundibulo posterior. Almeida-Santos e
Salomdo (2002) por outro lado, acreditam que essa estrutura desempenha um papel na
estocagem de espematozoides. Em estudos mais recentes, Silva et al. (2019b) atestam que,
apesar da UMT ndo oferecer um completo bloqueio a ascencdo do espermatozoide para
regibes anteriores do oviduto, é possivel que a sua morfologia e carater secretor contribuam
na garantia de um ambiente mais favoravel a sobrevivéncia dos espermatozoides até o
momento da fecundacao.

No nosso trabalho, cinco fémeas apresentaram espermatozoides no oviduto, sendo trés
na regido da UMT (uma prenhe e duas em V2) e duas na regido do infundibulo posterior (uma
em V1 e uma em V2). Nas duas regides os espermatozoides ndo estavam alocados em
receptaculos seminais, criptas ou dobras epiteliais. O fato de uma fémea prenhe ainda ter
espermatozoides na regido da UMT corrobora a hip6tese de que esse local ndo atua como uma
barreira & ascencdo dos espermatozoides a regibes mais craniais do oviduto. O esperma
encontrado no infundibulo posterior de uma fémea em V1 pode ser vestigio de um episodio
reprodutivo anterior. Em Agkistrodon piscivorus, também foi observado esperma na mesma
regido até o inicio da estacdo reprodutiva seguinte (SIEGEL; SEVER, 2006). Esses resultados
indicam que talvez ndo exista um mecanismo de degradacdo dos espermatozoides que

eventualmente permanecem no oviduto apo6s a fertilizacdo (SIEGEL; SEVER, 2008), ja que é
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improvavel que L. muta utilize os mesmos espermatozoides em multiplas ninhadas em uma
mesma estacdo reprodutiva (Capitulo 1), como pode ser o caso de algumas espécies de
serpentes oviparas neotropicais (ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOQOS, 2015).

A partir das analises do oviduto de L. muta, percebemos que todas as regides do 6rgao
que foram avaliadas se preparam para a reproducdo, desde a regido mais distal da vagina até a
regido mais cranial do infundibulo posterior. As alteracbes morfo-fisiologicas incluem o
aumento da camada epitelial e 0 aumento da atividade secretoria de carboidratos neutros e
glicosaminoglicanos carboxilados nas fémeas em vitelogénese secundaria, evidenciados pela
intensa reacdo com o PAS e o Alcian Blue, respectivamente. Essa observagao corrobora com
estudos anteriores que comprovam a relacdo entre 0 aumento da atividade secretoria no
oviduto e a influéncia hormonal (GIRLING, 2002; MEAD; EROSCHENKO; HIGHFILL,
1981), pelo aumento nos niveis de estradiol por exemplo, um horménio abundante na fase de
vitelogénese secundaria. Entretanto, observamos atividades secretérias em fémeas em V1 na
regido epitelial do utero glandular, nas glandulas do Utero glandular, na UMT e na vagina.

Atividade secretdéria continua no oviduto ao longo das diferentes fases do ciclo
reprodutivo pode ocorrer para manter o 6rgdo lubrificado, Umido e protegido contra
microrganismos (ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 2015). Porém, no caso do
epitélio vaginal, a reagdo positiva para 0 AB e 0 BB nas fémeas em V1 s6 ocorreu na presenga
do plug copulatério, o qual é derivado de secrecBes ricas em proteinas e carboidratos neutros
do segmento sexual renal (SSR) dos machos (ALDRIDGE et al., 2011; BARROS; ROJAS;
ALMEIDA-SANTOS, 2017; ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 2013). Para
Squamata, ainda ndo ha consenso sobre a funcionalidade dos plugs copulatérios e, uma
possibilidade, é que essa estrutura atue como um espermatéforo, liberando gradualmente o
esperma no oviduto (FRIESEN et al., 2013). Sendo assim, nossos resultados sugerem que o
inicio da atividade secretdria do oviduto pode também ser estimulado por fatores externos, no
caso o plug copulatorio, indicando uma ligacdo entre aumento da atividade secretoria e a
estratégia de estocagem de espermatozoides, onde essas secre¢es contribuam também na
nutricdo e movimentacao do espermatozoide ao longo do oviduto.

O utero glandular de Lachesis muta € um oOrgdo secretor ao longo de todo o ciclo
reprodutivo, pois se mostra reativo ao AB, PAS e BB. Porém, sua atividade aumenta na fase
de vitelogénese secundaria, evidenciada pela hipertrofia das glandulas e do epitélio, assim
como pelo aumento da atividade secretdria. A reatividade das glandulas uterinas com o BB e
PAS indica producdo de proteinas e carboidratos neutros, respectivamente, substancias

frequentemente observadas em outras espécies oviparas (BASSI; COETI; ALMEIDA-
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SANTOS, 2020; BRAZ et al.,, 2018; ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 2019) e
viviparas (BRAZ et al., 2018; SIEGEL; SEVER, 2008). Esses compostos constituem a
membrana proteica da casca do ovo, a qual varia em espessura dependendo do modo
reprodutivo da serpente (BRAZ et al., 2018). Sendo assim, as substancias que formam a casca
do ovo em L. muta também derivam de proteinas e carboidratos, como observado para outras
espécies de Squamata. Estudos futuros também devem considerar técnicas histoquimicas de
marcacdo para o calcio.

Tabulos de estocagem de espermatozoides (SSTs) sdo estruturas que ocorrem na
regido do infundibulo posterior de diversas espécies de serpentes (FOX; DESSAUER, 1962).
Espermatozoides ja foram encontrados dentro desses tUbulos em espécies da familia
Viperidae (Agkistrodon piscivorus SIEGEL; SEVER, 2008; Bothrops alternatus AMARAL,
2015; Bothrops atrox SILVA et al., 2019a). Os SSTs sdo abundantes no infundibulo posterior
de L. muta ao longo de todo o ciclo reprodutivo e, apesar de ndo termos encontrado
espermatozoides dentro dos SSTs, potencialmente podem ser um local de estocagem, ja que
observamos espermatozoides no lumen deste 6rgao. Ao contrario do epitélio do infundibulo
posterior, ndo observamos atividade secretoria nos SSTs. Isso sugere que estes tubulos devem
atuar como abrigo mecénico aos espermatozoides, e ndo nutritivo, como sugerido por Sever e
Ryan (1999). Por esse motivo, 0s espermatozoides ndo devem permanecer nos SSTS por um
longo periodo.

Uma vez que a época de copula, final do outono até o inverno, esta dissociada da
ovulacdo, final do inverno e inicio da primavera (Capitulo 1), manter os espermatozoides
estocados no oviduto por um longo periodo (long-term storage) parece ser obrigatdrio para
Lachesis muta, o que corrobora com a estratégia dos crotalineos do Novo Mundo. Portanto,
sugerimos que tanto a UMT quanto o infundibulo posterior desempenham um papel
importante na estocagem de espermatozoides nas fémeas de surucucu ao longo do inverno, e
isso se da atraves do aumento da atividade secretoria desses 6rgdos durante esse periodo.

Para confirmar nossas proposicdes, recomendamos que 0s processos endocrinos e suas
relacbes com caracteristicas filogenéticas, ecologicas e fisioldgicas do grupo Lachesis sejam
posteriormente mais bem estudados. Também recomendamos uma analise histoquimica do
SSR dos machos, a fim de testar a hipdtese da formacdo do plug copulatorio. Além disso,
outras técnicas de microscopia e um estudo ultraestrutural podem elucidar detalhes sobre as

estratégias reprodutivas de L. muta.
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5 CONCLUSAO

O oviduto da surucucu-pico-de-jaca apresenta morfologia conservativa em relacdo a
outros Squamata, caracterizada pela composicdo histologica do 6rgao e pela caracteristica de
mudangas ciclicas na composic¢do histoquimica e morfologica de acordo com mudancas no
ciclo reprodutivo.

Auterine muscular twisting — UMT — é presente nas fémeas de L. muta da populacéo
Amazonica e da Mata Atlantica, e corrobora a hipoOtese de que esta estrutura seja um carater
ancestral para a familia Viperidae.

Fémeas de L. muta sdo capazes de estocar espermatozoides por um longo periodo
(inverno), e essa estratégia parece estar relacionada com o aumento da capacidade secretéria
do oviduto, em especial glicosaminoglicanos carboxilados e carboidratos neutros, que
oferecem nutricdo e mobilidade ao esperma ao longo do oviduto.

Estimulamos estudos que investiguem 0s processos enddcrinos, ultraestruturais e

histoquimicos nas gonadas de machos e fémeas de L. muta para elucidar essas hipoteses.
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