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RESUMO

O conjunto de caracteristicas manifestadas por uma espgcievam agucesso reprodutivo
pode ser chamado de estratégias reprodutivas. Isto inclui, por exempeliodo reprodutivo,

o0 modo reprodutivo, a sincronia reprodutiva entre machos e fémeaspo de fertilizacdo e

a frequéncia reprodutiva. O générachesise composi de quatro espécies/iparagestritas

as florestas umidas da América Centréraérica do Sul Popularmente conhecidas como
surucucu, sdo um grupo de importancia médica, tal @wtiaropse Crotalus Lachesis muta

€ a espécieom amaior distribuicdo, ecorre na América no Sul, na Mata Atlantica e na
Floresta Amazonicado contrariode Bothropse Crotalus estudos sobre biologia reprodutiva
para 0o génerd.achesissao, em sua maioria, desenvolvidos em cativeiroom foco no
comportamento reprodutivd®ropomos, entdogescreverem dois capitulos aspectos da
biologia reprodutiva da espédiachesis muténvestigados partirdaanatomia e morfologia

de seus érgdos reprodutivos ao lomgs estacbes do ando Capitulo 1,investigamosa
biologia reprodutiva dé. mutada Floresta Amazonicada Mata Atlanticérasileiraa partir

de dados de biometria e histologia de animais preservados em colecdes biolégicas e
provenientes da naturezbo Capitulo 2, descrevemos o ovidudtminino em diferentes
estagios do ciclo reprodutiv€omparanddanto as duas populacdes quanto a espxtie
outros crotdheos neotropicaigjossoobijetivo foi investigar possiveis padrdes para 0 grupo
Viperidae, assim como a hip6teseidfuéncia defatores abidticos no ciclo reprodutivo de
serpentes Encontramos sazonalidadena espermatogénese dos maclmsma as duas
populacdesque ocorreao longo daestacao chuvogaovembro a abrilha regido Amazonica

e no outono e invernom@arco aagosto) na regido da Mata Atlantichambém houve
sazonalidad@a vitelogénese das fémeagsiecoincidiu nas duas popula¢cées com a época da
estacdo secana Amazolnia, e outono/inverno na Mata Atlantigcaaio a setembrd
Adicionalmente, o ragtado desterabalho descreve pela primeira vez a estratégia reprodutiva

de estocagem de espermatozoides nas fémeas do béoeesis

Palavras chave: Biologia reprodutiva Lachesis muta Estratégia de estocagem de

espermatozoide€iclosreprodutivosEspermatogénese



ABSTRACT

The set of characteristics manifested by a spdei&dingto reproductive success can be
called reproductive strategies. These include, for example, the reproductive period, the
reproductive mode, theeproductive synchrony between males and females, the time of
fertilization, and the reproductive frequency. The gdrachesiscomprises foumviparous
species restricted to Central and South American rainforests and popularly known as
bushmasters, and & group of medical importance, as BahropsandCrotalus Lachesis
mutais the most widely distributed and occurs in South America, at the Atlantic Forest and
the Amazon Rainforest.UnlikBothropsandCrotalus reproductive biology studies for the
gents Lachesisveremostly developed in captivity, focusing mainly on reproductive behavior.
We propose to describe two chapters aspects of the reproductive biology ofLihehesis
mutaspecies investigated from the anatomy and morphology of its reprodocgiaes over

the seasons of the yedm Chapter 1we investigate the reproductive biology lofmutaby
biometric and histology dataom biological collections, focusing dndividuals collected in

the wild. In Chapter 2we describe the female oviduct at different stages of the reproductive
cycle. Comparingboth populations and speciegth the other neotropical crotalines, we aim

to investigate possibles patterns for Niperidae group as well as the hypothesis of the
influence of abiotic factors on the snake reproductive cyabe 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¢hM& 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 Septembeth addition, the result of this work
describes for the first time the reproductive strateigyperm storage in females of the genus
Lachesis

Keywords: Reproductie biology Lachesis mutaSperm storagestrategy Reproductive

cycles Espermatogenesis
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reprodutivo em reagao positiva para o AB na regiao glandular.
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CAPITULO 1: Biologia reprodutiva da surucuqico-de-jaca Lachesis muta (Linnaeps
1766): de Norte a Nordeste do Brasil.

AEm 1788 Carl von Lint
Crotalusmut u s , | i tserd &lnme rotse
Quase 40 anos depois, Frangdrie Daudin

designosa em um novo género, Lachesis, 0 home
uma das trés Moiras gregas. Na mitologia gre(
Clothos gira o fio da vidal.achesis, aleatoriamente
escolhe o comprimento do fio; e Atrgpiaz o corte
final. Talvez a escolha do jovem herpet6logo fran
refletisse uma aversdo generalizada entre

primeiros naturalistas, bem como o0s perig
|l end8rios associados a

Greene 1997 Snakes: the Evolution of mistery
nature.

Lachesis mutaFoto: 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 regifes polares e da Groen@REENE, 1997; UETZ; HOSEK,

2014) A ampla diversidade filogenética e bioge&fica confere as serpentes diferencas
significativas no modo de vida de cada espécie, ocasionando em uma historia de vida rica
entre espécies e populacdes em termos de alimentacédo, reproducdo e demais aspectos de
historia natural (SHINE; BONNET, 2009).

Dentre todas as vertentes que moldam a histéria de vida das espécies, certamente a
reproducdo é uma das caracteristicas mais intrigantes. Os organismos buscam satéamizar
aptidao biologicaselecionando a melhor estratégia reprodutiva em determinado asmlment
que possibilita 0 sucesso reprodutivo da espécie e sua continuidade ao longo da histéria
evolutiva O conjunto de caracteristicas manifestadas por uma espécievam agucesso
reprodutivo pode ser chamado de estratégias reprodutivas (VAZZOLER). 188sas
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, 2003ps ctos e os beneficios que permeimmeproducao
impdem uma forte selecdo no ajuste de tais estratégias as cormraitestaidocaise, como
consequéncia, espécies e até populagiEkem apresentar estratégias reprodutivas bem
distintasentre si(SHINE, 2003)

Em uma mesma populacdo, por exemmoversos estudos demonstram significativo
dimorfismo sexual entre machos enféas, o que inclui o tamanho médio do corpo, tamanho
relativo da cabeca e da cauda, coloracao e aspectos ecologicos em geral (diethabiatg
nivel de atividade eomportamentp (ALMEIDA -SANTOS et al., 20L4BONNET et al.,

1998; KING, 1989 SHINE, 1993 1994. O dimorfismo sexual pode tanto ser resultado de
sekcdo 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 gue fémeas maiores processam e estocam mais energia para a nutricdo das ovos o
embrioes(BONNET et al., 1998; KING, 1989SHINE, 1994. Diferencas corporais entre
machose fémeagsle serpentesdo frequentemente relacionadas com diferencas em estratégias
no sistema de acasalamer(®HINE, 1978) Nas espécies em que nao ocorre ritual de

combate entre machos, geralmente as fémeas sdao m@&ehdE, 1994) De fato,quando
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olhamos para familia Viperidagna grande maioria das espécera que € confirmado o
ritual de combatemachos sdo maiores do que as fémeas, como € o caso de algumas espécies
do génerdAgkistrodon(SHINE, 1994)e Crotalus(ALMEIDA -SANTOS; SALOMAO, 1997
SHINE, 1994. J4 para os viperideoseotropicais,principalmente do géner8othrops
observase uma inversdo nos valores do indic® dlimorfismo sexual, e fémeas
frequentemente sdo maiores do que 0os maabaeesmo tempo em que o ritual de combate
deixa de ser observado para a maioria dag@es desse grupe afecundidade das fémeas
aumenta (ALMEIDA -SANTOS et al., 2017BARROS; ROJAS; ALMEIDASANTOS,
2014a, 2014pHARTMANN; LEAO et al., 2014; MARQUESALMEIDA -SANTOS, 2004;
MARQUES; KASPEROVICZUS; ALMEIDASANTOS, 2013;MONTEIRO et al., 2006;
SAZIMA, 1992; SOLORZANO; CERDAS, 1989; SILVA et al., 201%; VALDUJO;
NOGUEIRA; MARTINS, 2002.

Outra caracteristica importanée bastante variavel entre as serpestss os ciclos
reprodutivos, ou seja, o padréo de atividade das génadas dos individuos atelestagao
reprodutiva. De acordo com Mathies (2011), os ciclos reprodutivos podem ser classificados
tanto em nivel indidual quanto em nivel populacional. Em nivel individual,tipo
reprodutivo é classificadoseguindotrés padrdes distintoslescontinuociclico, quando as
gbnadadicam quiescentes por algum periodontinuo ciclicoquandoasgbnadasido ficam
completamente quiescentes, mam atividade é reduzida por algum perjodoaciclico
qgquando as gbnadas exibem niveis constantes de atividade ao longo demamdvel
populacional, o ciclo reprodutivpode ser classificado como sazgrialandoos individuos
da populacd@presentam sincronia nos eventos reprodutivasassazonalquando ndo ha
sincronia.

Diversos fatores associados (utilizacdo do habitat, alimentacdo, temperatura, umidade
e fotoperiodo) podem influenciar a extensdo do ciclaodegivo (MATHIES, 2011)
(SEIGEL; FORD, 1987) Muitas espécies de Colubridae da América do Norte, regido
temperadaapresentam o periodo de vitelogénese e copula restritos ao periodo de primavera
(ALDRIDGE; DUVALL, 2002; MATHIES, 201TIALDRIDGE, 1979) Por outro lado,
crotalineos nortamericanos sincronizam o inicio da vitelogénese coes@gdes de verdo e
outono, no inverno 0 processo cegsa um periodo de hibernacée é finalizado na
primavera, quando ocorre a ovulacéo e a fertilizag@guido d nascimento dos filhoteso
verdo até inicio do outono, demonstrando uma marcada Sdaolealreprodutiva que
coincide com épocas mais quentes do @RNODRIDGE, 1979; ALDRIDGE; DUVALL,

2002; SEIGEL; HUGGINS; FORD, 1987Nas regides tropicais e subtropicais, € possivel
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encontrar espécies capazes de se reproduzir continuamente ao longo de todo o ano
(MATHIES, 2011). Entreanto, a frequéncia dessas espécies € muito menor do que o esperado
por alguns autores (FITCH, 1982), e parte consideravel das espépiesis ja estudadas
apresentaiclo sazonal, como é o caso dos crotalinddsviEIDA -SANTOS; SALOMAO,

2002; ALMEIDA -SANTOS et al.,, 2017BARROS; ROJAS; ALMEIDASANTOS, 2014,
BARROS; SUEIRO; ALMEIDASANTOS, 2012; MARQUES, 1996; NOGIRA,
SAWAYA; MARTINS, 2003 SHINE, 2003) Isto deve ocorrer devido a restricbes
filogenéticas, fator influente na reproducdo de serpentes cuja importancia ainda € pouco
quantificada(BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2014a; BELLINI; ARZAMENDIA;
GIRAUDO, 2017; PIZZATTO; ALMEIDASANTOS; MARQUES, 2006)e aos custos
energéticos dos eventos reproduti®EIGEL; HUGGINS; FORD, 1987)

Existem32 espécies da Familia Viperidae descritas para o territério brasileiro, sendo 2
do géneroBothrocophias 28 do génerdBothrops 1 do géneroCrotalus e 1 do género
Lachesis (COSTA; BERNILS, 2018) e sdo conhecidas popularmente como jararacas
(Bothrops e Bothrocophia¥, cascavéis ¢rotalus) e surucucu l(achesi¥. Varios aspectos
bioldgicos sao conhecidos para muitas delas, ja que sdo animais peconhentos e de importancia
médica(ALENCAR et al., 2016; GREENE, 1997)

Em relacdo a biologia reprodudi, os viperideos brasileiros estudados &idhrops
erythromelas (BARROS, 2011) B. insularis (KASPEROVICZUS, 2013) B. jararaca
(ALMEIDA -SANTOS; SALOMAO, 2002; KASPEROVICZUS, 2013B. leucurus
(BARROS; ROJAS; ALMEIDASANTOS, 2014h)B. matogrossesis (MONTEIRO et al.,

2006) B. moojeni(ALMEIDA -SANTOS et al., 201 MOGUEIRA; SAWAYA; MARTINS,
2003, B. pauloensigVALDUJO; NOGUEIRA; MARTINS, 2002)B. alternatusNUNES et

al., 20190 AMARAL, 2015), B. atrox(SILVA et al., 2019) e Crotalusdurissus(ALMEIDA -
SANTOS; SALOMAO, 1997; BARROS; SUEIRO; ALMEIDSANTOS, 2012; SUEIRO,
2013. Nas espécies do géneBothrops fémeas e machos apresentam ciclos reprodutivos
descontinuos e sazonais, e mostram algumas caracteristicas reprodutseasadasem
relacdo aos crotalineake regides temperadasomo o nascimento dos filhotes no veréo e
inicio de outono, e outras caracteristicas distitasio periodo de cépula no outono/inverno
(SEIGEL; FORD, 1987; SHINE, 1977b)

Algumas estratégias remhativas adotadas por muitas espécies do géBetbrops
séo similares ao descrito para algumas espéci€xatalusno que diz respeito a presenca
obrigatéria de estocagem de espermatozoides, a presenca datékiie(muscular twisting
e a fertilizacdo ardig ou seja, dissociada do periodo de copg@laMEIDA -SANTOS;
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SALOMAO, 2002; BARROS; SUEIRO; ALMEIDASANTOS, 202). A UMT é uma
mudanca morfologica que ocorre na regido posterior do Utero, em uma regido também
denominada juncao Utek@ginal (MUNIZ-DA-SILVA et al., 2018) Essa modificacdo pode

estar relacionada com a estocagem de espermatozoides, pois gera uma obstrucdo na regiao
dificultando a passagem de espatozoides para o Utero anterior por um determinado tempo
(ALMEIDA -SANTOS; SALOMAO, 2002)Apesar @ ser comum observar essa estrutura em
viperideos do génerBothropse Crotalus ainda ndo héa relatos na literatura para o género
LachesisEstas caracteristicas reprodutivas conservadas e atribuidas a maioria das espécies do
géneroBothropse Crotalusvem sendo relacionadas com a inércia filogenétidaVIEIDA -
SANTOS; SALOMAO, 2002; BARROS; ROJAS; ALMEIDSANTOS, 20148).

O géneroLachesisDaudin 1803 compreende quatro espécies restritas as florestas
umidas da América Central e América do $JUIAL; JIMENEZ-PORRAS, 1967) sao
conhecidas popularmente como surucucu ou surygigoeedejaca, devido a textura de suas
escamasLachesisstenophrysCope, 1876, € encontrada do sul da Nicaragua até a regido
central e oeste do Panama (CAMPBELL; LAMAR, 2004) e a costa Atlantica da Costa Rica
(CORRALES et al., 2014).. melanocephal&olérzano e Cerdas, 1986, € restrita ao sudoeste
da Costa Rica até a fronteira com o Panama (CAMPBELL; LAMAR, 2@04¢crochorda
(Garcia, 1896)é distribuida ao longo das duas faixas costeiras do Panaméa eairetpao
norte da Coldmbia até o noroeste do EQUABRIENTES; CORRALES, 2016)A espécie
Lachesis mutdLinnaeus, 1766) é a de maior distribuicdo e ocorre na América do Sul. No
Brasil sdoencontada duas popula¢des que ocupam biomas distintos, umegiéo norte da
Mata Atlantica, do Ceara ao Rio de Janeiro, e outra na Floresta Amazb6nica, no Amapa,
Amazonas, Acre, Para, Rondbnia, Roraima, Mato Grosso e Goids (CAMPBELL; LAMAR,
2004). Estudos dedldgenia e taxonomia sugerem guemutaé independente das demais
espécies, formando um grupo monofilét{ERNANDES; FRANCO; FERNANDES, 2004;
ZAMUDIO; GREENE, 1997)

Lachesissédo serpentes de habito notuenguese alimentan de pequen® mamiferos,
principalmenteroedores do géner@ryzomyssp. e ratosde-espinho do génerBroechimys
sp., 0 que faz com que alguns autores caracterizem essas serpentes como predadoras seletiva:
ou especialistaSGREENE; SANTANA, 1983GREENE, 1997RIPA, 1999;CAMPBELL;
LAMAR, 2004; TURNER; CARMICHAEL; SOUZA 2008) Exceto, talvez, por
Bothrocoias colombianus(CAMPBELL; LAMAR, 2004), Lachesisé o Unico viperideo
oviparo neotropical fato que a diferencia dos outros crotalineos neotrop{@vARAL,

1925) Estasserpentes depositam seus ovoslamacosde troncos caidos, odeixadospor
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mamiferos e utilizam esses locais como refUdicAMPBELL; LAMAR, 2004; DE SOUZA,

2007 GREENE, 1997MOLE, 1924; RIPA, 1994. Estudos de biologia reprodutiva pas
espécies deachesiforam desenvolvidos majoritariamente em cativéBORRALES et al.,
2014;RIPA, 1994 RIPA, 2002) Para as espécies da América Central, os autores relatam pela
primeira vez o dimorfismo sexual(machos maiores do que fémeas)aspectos de
comportamento reprodutivo, como o cuidado parental, o combate entre machos e o
comportamento de corte. Sobte mutg estudos com foco em reproduc8®OYER;
MITCHELL; MURPHY, 1989; CORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016; DE SOUZA, 2007;
EISELE, 2009; MELGAREJOCUNHA; AGUIAR, 1999) foram tamBm delineados em
cativeiro e descrevem cuidado parentaimportamento de cortenémero médio de ovos por
ninhada.

Os autores citados acima relatam aspectos convergentes em relacdo ao ciclo
reprodutivo da surucuciDe Souza (2007), ao estudar uma popudada sul da Bahia em
cativeiro, afirmou néo existir estacao reprodutiva definida pachesis mutasugerindo que
a populacao seria capaz de se reproduzir continuamente ao longo do ano desde que ocorram
frentes frias ou aumento na frequéncia das chuvase$no fato também foi observado por
Boyer et al. (1989) e por Corrales (2016), que sugerem a simulacdo de uma frente fria e o
aumento da umidad#o cativeiropara desencadear os eventos reprodutivo&.amuta Por
outro lado, Alves et al. (2014), ao asal a atividade gonadal de machos e fémeas em
diferentes estacdes do ano de uma populacdo deitado sul da Bahia afirmaram existir
sazonalidade em alguns eventos reprodutisaso a espermatogénese dos machos

Controvérsias quanto a sazonalidade @aa 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 ¢
criteriosa do trato reprodutivo de mashe fémeas deachesismuta Além disso, a biologia
reprodutiva da populacdo da Floresta Amazobnica permanece desconhisda sentido,
este trabalho tem o objetivo de descrever a biologia reprodidasvaluas populacdes te
muta que ocorrem no Brasitravés da analise histologica das génadasindividuos
coletados na natureza e preservados em colecdes zoal&poassso, buscamos responder
as seguintes questdds:Ociclo reprodutivo da surucu@iconservado em relacédo aanthis
crotalineos neotropicaid8to €, apreseatsazonalidade na atividade gonadsdtratégia de
estocagem de espermatozo&eontracdo muscular uterina (UMP) Influénciascliméticas
sdo capazes dailmina em diferencasnas estratégias reprodutivastre as duas populagdes

delL. mutaencontradas no Brasil?
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Além do interesse inerente ao conhecimento da reproducdo da espébasis muta
também sofre com a perda de habitat devido a destruicdo predatoria de seu ecossistema
exclusivo,e a populacdo dMata Atlantica ja foi elencada vulneray@LVES; ARGOLO;
CARVALHO, 2014) Assim, o conhecimento sobre a biologia reprodutiva é importante para a
definicdo de estratégias de conservacao para a e$pEMEIDA -SANTOS et al., 2014)

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Os animais

Foram utilizados espécimes dachesis mutamachos e fémeas, fixados em coleces
herpetolégicag museus zooldgicos. Os animais examinados estdo depositados nas colecdes
das seguintes instituicdes: Instituto Butant8R (IBUSP), Museu de Zoologia da USP, SP
(MZUSP), Museu Paraense Emilio Goel®®A (MPEG), Fundacdo de Medicina Tropical
Doutor Heito Vieira Douradg AM (FMT-HVD), e Museu de Zoologia da Universidade
Estadual de Santa CruBA (MZUESC) totalizando 270 individuos 125 da Floresta
Amazoénica (FA) €.45do norte daviata Atlantica (MA)(Tabela 1.1)De todos os espécimes
foramcoletados dados de procedéncia e data de coletapalvdanferir o padréo de atividade
dos individuos coletado# Figura 1.1 mostra as localidades de todos os animais avaliados

neste trabalho.

Tabela 1.1 Numero total de individuasnalisados no trali e separados pdsioma.

Machos Fémeas Filhotes/Juvenis
Floresta Amazo6nica 57 41 27
Mata Atlantica 56 54 35

2.2 Area de estudo

2.2.1 Floresta AmazonicgeA)

As areas localizadas dentro do bioma Amazénico compreendem os Estados do
Amazonas, Acre, Rondbnia, Roraima, Para, Amapa, e partes do Maranhdo, Mato Grosso e

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

Em relacdo a pluviosidade, na regido amazonica encosans mais expressivos
totais pluviométricos do pais em uma distribuicdo heterogérda,dspacial quanto temporal
(MENDONCA; DANNI-OLIVEIRA, 2007). Tal caracteristica permite identificar os subtipos
climaticos da zona equatorial amazébnica. Climatogramas para as principais regioes
amostradas foram elaborados a partir de dados do WorldE€lisdio 2.0, entre os anos de
1970 e 2018 (Figura 1.2).

2.2.2 Mata AtlanticgMA)

Nas &reas de Mata Atlantica onde a espécie em estudo ocorre, o clima é tropical imido
e quente, ou tropical litoraneo (MENDONCA; DANRILIVEIRA, 2007), influenciado pelas
massas de ar umidas provenientes do oceano Atlam{mesenta maior amplitude térmica e
maior variacao pluviométrica ao longo do ano quando comparado com o bioma Amazoénico.
A concentracdo de chuvas se da principalmente no final do verdo até o inverno, e a
temperatura apresenta uma pequena queda nos meseem® (MENDONCA; DANNFH
OLIVEIRA, 2007). Climatogramas para essas regides sdo apresentados na Figura 1.3.



Figura 1.1' Mapa da distribuicdo dos animais estudados neste trabalho.
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Figura 1.2 Climatogramasle trés cidadeda regido amazonica, representando o padrdo para a area da Floresta
Amazénica Média anual darecipitagdo, temperatura minima e temperatura max@tr@scidades.
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Figura 1.3 Climatogramasle trés cidades do litoral nordestino, representando o padrédo para a area do norte da
Mata Atlantica Médiaanual da precipitacdo, temperatura minima e temperatura mégitrésctidades
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Fonte: SOUZA, E. 2020

2.3 Analise do dimorfismo e maturidade sexual

A maturidade sexual da fémea foi inferida a partir da observacdo de foliculos em
vitelogénese secundéria, ovos, oviduto dister(@&dMEIDA -SANTOS et al., 2014)
(SHINE, 1977a)(Figura 1.4A), presenca deontracdo muscular uterin@MT T uterine
muscular twistiny} ou pela presenca de espermatozoides no trato reprodutivo apos analise
histologica. Nos machos, a maturidadei averiguada a partir da observacdo do menor
individuo com ductos deferentes opamsenoveladoSHINE, 1977a)e, apds analise
histologica, a partir da presenca de espermatozoides nos ductos efesticosos Figura
1.4B).

Para a analise do dimorfismo sexual, foram coletados dados mébricos de
individuos machos e fémeas adultod_dehesis muta fim de evitar variacbes ontogenéticas
na forma do corpdKING, 1989) As medidas coletadas forarflt) 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 (8B; com paquimetro
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digital precisdo 0,Inm); e (4) Largura da cabeca (RB, com mquimetro digital precisao
0,1 mm).

Para comparar o indice de dimorfismo sexual (SSD) foi utilizada a formula proposta
por Shine (1994): SSD =i1(CRC médio dos adultos do sexo de maior tamanho/CRC médio
dos adultos do sexo de menor tamank®)SSDé umvalor arbitrério e, quando expresso
comonegativg indicam machos maiores do que fémeas, enquanto valores positivos indicam

fémeas maiores do que machos.

Figural.4i Maturidade sexual em fémeas (A) e machos (B). A) Fémea madura em vitelogénese primaria e com
oviduto distendido. B) Macho maduro com ductos deferentes opacos e enovelados. Legendalterdd
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 Hachesis muta

Uma incisdo longitudinal ventral acima da cloaca até dois tercos 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 Ahfaidas et al. 2014As 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 vitelogénesecundaria), (2) quantidade deliculos em
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vitelogénese secundaria (V2u ovos nos ovidutos, (3) o comprimento do maior foliculo
ovariano ou ovo, e (4) a presenca/ausénaidMT. Para todos os machos foram registrados

(1) o comprimento, a largura e spessura dos testiculos direito e esquerdo; (2) o aspecto dos
ductos deferentes (opaco e enoveladoliso e transltcide e (3) o diametro dos ductos
deferentes direito e esquerdo na regido distal. Para o célculo do volume testicular fdautiliza

a formd a: vT = 4/3 °~ abec, onde a = | comprim
espessura(SHINE, 1980) O volume testicular foi usado como indicador da atividade
espermatogénicgFOX, 1956; SHINE1977a VOLSJE, 1914).

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
nacvitelogénicos uma vez quadao foi possiveidentificar depdsito de vitelo nesses foliculos
em analise histolégicéFigural5 A e B). Sendo assim, foliculos acima de 15 mm foram
considerados vitelogénicgbigura 15 C), quando o depésito de vitelo foi aparente no inicio
da vitelogénese secundaniapresentado p&lpresenca de gordura, quéo fixa corretamente

na lamina e, portantmdoreage a hematoxilinaosina

Figura 157 Foliculos de.. muta Corte longitudinal. Hematoxilina e Eosina. Aumento 4x. A) Foliculos em V1,

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

granulosa; Oo = odcito; V = vitelo.

Fonte: SOUZA, E. 2020

24.1 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 miaascopi
medidas foram: diametro dos tlbulos seminiferos e altura do epitélio seminifero nos cortes de

testiculo (Figural.6A) e diametro dos tubulos e altura do epitélio dos segmentos sexuais
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renais (Figural.6B; SSK - Sexual Segmertf the Kidney), na finalichde de quantificar a
variacao destas estruturas ao longo das estagma@erizar afases espermatogénicas em

diferentes épocas do ade acordo com Quadrol.l.

Figural6 1 Medidas registradas para os machos em corte histolégico. Hematoxilinma d0x. A) Tubulo
seminifero em corte longitudinal do testiculo, (1) = diametro do tdbulo seminifero, (2) = altura do epitélio do
tibulo seminifero. B) Segmento sexual renal (SSR) em corte longitudinal do rim, (1) = didmetro do SSR, (2) =
altura do epitio do SSR.

~n e “’.’;l’, ;‘.‘:‘r .\»’9"*

Fonte: SOUZA, E. 2020

Quadrd .17 Classificagdo dos tubulos seminiferos nas fases espermatogénicas.

Estagio Descrigao do tabulo seminifero

Regressdo completa: tubulos revestidos apenas por espermatog

1 células de Sertoli; ocorréncia ocasional de poucos espermatozoi
[imen.
Inicio daespermiogénes&spermatogbniaaumentando e dividindc
. se; presenca de espermatocitos primarios.
Espermiogénesd&spermatides em metamorfose e presenca de p
3 espermatozoides.
4 Espermiacaoespermatozoides maduros no limen.
Final da EspermiacacEspermatocitos espermatides diminuinde
> Espermatozoides ainda abundantes.
5 Inicio da regressadepitélio germinativo reduzidoespermatogonias

espermatécitos e espermatides. Pode haver espermatozoides no

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

Os fragmentos de tecido coletados, previamente fixados em formol 10% e mantidos
em solucéo etanol 70%, foram submetidos a desidratacdo em sa@nt@ate etanol (80%,
90% e 100%) e diafanizados em xilol fracionado e xilol puro, seguido de inclusdo em
parafina. Os cortes de 5 em de =espessura

submetidos a coloracdo basica com hematoxdiwe&na.

2.5 Analisesdos dados

Os dados foram analisados de acordo com Zar (1999), utilizntiste 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 variagcdo de temperatura ao longo do ano e a
expressiva variacao pluviométrica na regifio Floresta Amazénica (FA)foram definidas
duas estacBes fim de possibilitar comparacdo estatistica na sazonalidade dos ciclos
reproduivos de machos e fémeas: a estacao seca, de maio até outubro, e a esta¢do chuvosa, d
novembro até abril. J& para a regidao da Mata Atlafkit®), onde existe tanto variacao de
temperatura quanto pluviométrica ao longo do ano, foram definidas quatroesstag@o
(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 analise dQui-quadrado de Pearson para verificar a probabilidade de
casualidade na distribuicdo dos individwes diferentes bimestres do ar® dimorfismo
sexual foi verificado a partir de testea compararacdo do comprimento rostiaacal (CRC)
meédio de machos fémeas. Para o comprimento da cauda, da cabeca e largura da cabeca, foi
utilizado analise de covariandl@NCOVA), usando o CRC como covariavel.

Paraa populacdo da FA, comparamos as medidagadacdo do volume testicular e o
diametro do ductaleferentepor testet, uma vez que o tamanho dos 6rgdos ndo mostrou
correlagdo com o CRC dos individuds para ccomprimento do testicul@avaliamospor
andlise de covariancia, usando o CRC como covari®aeta a populacdo da MA essas
medidas ndo estatisponiveis pois a maioria dos animais estavam sem uma parte do testiculo

direito e/ou esquerdo devido a estudos anteriores.



34

O testet também foi utilizado para avaliar a variagdo nas medidas microscopicas do
tubulo seminiferalo testiculoA variagdo asmedidas dsegmento sexual renal (SSR) foram
comparadas pelo teste de Mann Whitney Wilcoxon, equivalente ndo paramétrico do teste
No caso dos machos da populacdo amazbnica, 0 niumero amostral permitiu testar a variacdo
das medidas microscoépicas levamo consideracao dois periodos para cada estacao: final da
estacdo chuvosa (FEC: fevereiro, marco, abril), inicio da estacdolE&cangio, junho,
julho), final da estacdo secBHS: agosto, setembro, outubro), e inicio da estacdo chuvosa
(IEC: novembro,dezembro, janeiro). Nesse caso os testes foram feitos com andlise de
variancia (ANOVA) para o tubulo seminifedo testiculp e teste ndo paramétrico de Krustal
Wallis para o SSRAndlises estatisticas e graficos foram elaborados no software RStudio ou
no Microsoft Excel.

A fecundidade foi inferida pela contagem do numero de foliculos em vitelogénese
secundériaou ovos no Utero de fémeas reprodufiraseiro, fizemos um teste degressdo
entre o comprimento rost@oacal da mae e a fecundidade, entre o comprimento total
maternce a fecundidade, e entre o didametro do maior ovo ou foliculo e 0 comprimente rostro
cloacal materno utilizando os dados de 10 fémeas analisesiagrabadho, sendo duas da FA
e oito da MA. Em um segundo momento, 0S mesmos testes foram repetidos acressentando
dados demais quatro fémeas provenientes da literafM&am comparamos fecundidade entre
as duas localidades devido ao baixo nUmero amostré&nteals em V2 ou prenhes na regido
da Floresta Amazonica.

O ciclo reprodutivo das fémeas foi elaborado a partir da andlise da distribuicdo dos
foliculos e/ou ovos ao longo do ano. O periodo de cépula foi estimado a partir da observagéo
de espermatozoideso#/ plug copulatério em andlises histolégicas da vaginda época de
maior concentracdo de fémeas em vitelogénese secur(@dm4EIDA -SANTOS et al.,
2014) De acordo com dados da literatu(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
aproximadamentePortanto, exemplares da amostra que apresentaeamprimento entre
esses valores foram considerados filhotes rew@oidosJuvenis com mais de 12 meses de
vida apresentaram tamanho médio de 122(B@YER; MITCHELL; MURPHY, 1989)
portanto, exemplares de comprimento entre 61 cm e 122 cm foram considerados juvenis em
primeiro ano de vida.

Fotografias foram feitas niglicroscopio Olympus BX 51, acoplado a camera digital

Olympus DP73As medidas microscopicas foram feitas utilizaralsoftware de imagem
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cellSens em aumento 20xO preparo histolégico foi feito no laboratério particular
VETPAT Patologia e Biologia Molecular Veteringriao Laboratégio de Biologia Celular do
Instituto Butantan e no Laboratogde Citogenética do Instituto Butantais fotografias

foram feitas no Laboratério de Biologia Celular do Instituto Butantan.

3 RESULTADOS

3.1lInferéncia do padréo de atividade a partir dos animais coletados

3.1.1 Populagdo Amazébnica

Foi avaliado unotal de 95 individuos adultos, sendo 54 machos e 41 fémeas. No caso
dos machos, o numero de animais coletados no bimestre de maio/junho foi significativamente
superior ao restante do afféigura 1.6) ou sejapo bimestre de julho/agosto (X2 = 14,6; gL =
5; p = 0,0143), setembro/outubrp € 0,0028), novembro/dezembro e janeiro/fevergire (
0,0278). Em relacdo as fémeas, o numero de animais coletados no bimestre de marco/abril e
de maio/junho foi significativamente superior aanéstre de novembro/dezembro (X2
9,1951, gL = 5p=0,0348 e = 0,0075 respectivamentd-igura 17).
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Figural.77 Numero de individuoadultos dd.achesis mutala Amazoniaoletados ao longo dancs. O eixox
representa os bimestrel = janeiro/fevereiro; MA= margo/abril;MJ = maio/junho;JA = julho/agosto;SO =
setembro/outubro; ND= novembrddezembro; o eixo y representa o numero de individuos coletados por
bimestre Barras azuiss machos; barras vermelhagémeasAsterisco f) = indicaos bimestres com diferencas

significativas tanto para machos quanto péradas.
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Fonte: SOUZA, E. 2020

3.1.2 Populagéo da Mata Atlantica

Foi avaliado um total deddndividuos adultos, sendty machos e 4fémeas. No caso
dos machos, o numero de animais coletados no bimestrejulde/agosto foi
significativamente superior ao bimestrerdaio/junho(X? = 17,723 gL = 5;p = 0,0218, e
janeiro/fevereiro § = 0,0017 (Figura 18). Em relacdo as fémeas, o numete animais
coletados no bimestre de marco/abril foi significativamente superior ao bimestre de
novembro/dezembro (X?29.0426 gL = 5;p =0,012 Figura 18).
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Figura 18 7 Numero dendividuos adultos deachesis mutala Mata Atlanticacoletados ao longo dos and3

eixo x representa os bimestres:Jfaneiro/fevereiro; MA= marcgo/abril; MJ= maio/junho;JA = julho/agosto;

SO = setembro/outubro; N> novembro/dezembro; o eixo y representa o numero de individuos coletados por
bimestre Barras azuiss machos; barras vermelhagémeas. Asterisco (*) indicaos bimestres com diferencas

significativas entre machos (azul) e fémeas (vermelho).
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Fonte: SOUZA, E. 2020

3.2 Maturidade sexual

3.2.1 Populagdo Amazénica

A menor fémeasexualmente madura tinha 1640 mm de CR&gura 19),
apresentando foliculos em vitelogénese primaria e aiaeriordistendido. Em relagéo aos
machos, o menor individuo sexualmente maduro tird0 Inm de CRC,no inicio da
espermatogénesblo caso dos mchos, 6i verificadocerta variagdo entre os individuos da
populacao Figura 1.10), isto é, &uns nachs maiores de 280 mm foram considerados

imaturos.
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Figural.97 Numero ddémeas ddé.achesis mutamostradas de acordo com a maturidsaaial- FA. O eixo x
representa o comprimento rostrimacal em milimetros de todos os individuos amostrados; o eixo y representa o

numero de individuos. Barras escuras representam fémeas imaturas e barras claras representam fémeas maduras
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Fonte:SOUZA, E. 2020

Figural.101 Numero demachos déachesis mutamostrados de acordo com a maturidade sextial O eixo
X representa o comprimento rostimacal 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.

Machos
50 m |maturos = Maturos
45
40
35
30
25
20
15
10

NUmero de Individuos

< 1500 1500-1599 1600-1699 1700-1799 > 1800

CRC (mm)

Fonte: SOUZA, E. 2020
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3.2.2 Populagéo da Mata Atlantica

Obsenamos umdémea sexualmente madutam 1420 mm de CRQFigura 1.1),
apresentandovitelogénese primaria e UMT bem desenvolyidmssivelmente em seu
primeiro episodio reprodutivo. Em relagdo aos machos, o menor individuo sexualmente

maduro tinhal300mm de CROFigura 1.2), apresentando ductos enoveladop&cos.

Figura 1.1 7 Namero de féheas dd.achesis mutamostradas de acordo com a maturidade seXMAl O eixo
X representa o comprimento rostimacal em milimetros de todos os individuo®atrados; o eixo y representa
0 numero de individuos. Barras escuras representam fémeas imaturas e barras claras representam fémeas

maduras.
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30
25

20

15

A nB

0 ]

<1500 1501-1599  1600-1699  1700-1799 > 1800

NUmero de Individuos
(6]

CRC (mm)

Fonte: SOUZA, E. 202
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Figura 1.2 7 Numero demachos dd.achesis mutamostrados de acordo commeturidade sexual MA. O
eixo x representa o comprimento rosttoacal em milimetros de todos os individuos amostrados; o eixo y

representa o numero de individuos. Barras escuras representam machos imaturas e barras claras representan

machosmaduras.
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8 30
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Fonte: SOUZA, E. 2020

3.3 Dimorfismo sexual

3.3.1 Populagdo Amazodnica

Foi encontrado dimorfismo sexual no Comprimento ReGtoacad (CRC) (Tabela
1.2; Figura 1.3) e no Comprimento da Cda (CC) (Tabela 1.2; Figura #)lentre os
individuos adultos machos e fémeas.dehesis mutaOs machos apresentaram tanto maior
tamanho corporal do que as fémeas-@2,6545, gL = 91, p = 0,009; Tabela 1Fgura 1.12,
guanto maior tamanho da cauda (ANCOVAgd= 42,19, p €,000Q; Tabela 1.2; Figura
1.13. O indice de dimorfismo sexual (SSD) foiid@,062.

Em relacéd ao Comprimento da Cabeca (COABNCOVA, F = 0,04 e p = 0,83,
Tabelal.2) e a Largura da Cabeca (LCAB\NCOVA, F=1,88 e p =0,17; Tabela 1.2), as
fémeasapresentam valores meédiomaioresdo que os machpgorém a diferenca nao foi

significativa(Figura 1.5 e 1.5).
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Tabelal.2 7 Dadosmorfolégicos dos individuos adultos machos e fémegsogpulacdo Amazonica de muta

DP = desvio padréo.

Machos Fémeas
Variavel Média +
DP Minimo-M&ximo n Meédia+ DP Minimo-Maximo n
1975,8 + 18595 +
CRC (mm) 150062520 53 16402680 40
237,53 206,46
185,22 + 168,58 +
CC (mm) 140215 54 130195 41
19,22 14,26
67,7 £
CCAB (mm) . 55,3%76,9 51 67,78 +4,36 56,4275,41 38

42,94 +
LCAB (mm) - 33,1955,67 51 44,28 +5,88 31,9755 37

Fonte: SOUZA, E. 2020

Figura 1.B7 Média e variacdo do comprimento rostioacal (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 o observados. O asterisco {filica diferenga significativa.
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Figura 1.8 1 Correlacdo entre comprimento rostioacal (CRC) e comprimento da cauda (CC) entre machos e
fémeas dd.. muta Pontos vermelhos s@o os valores observados para as fémeas e pontos azuis os valores

observados para 0os machos.
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Figura 1.5 17 Correlacdo entre comprimento rostioacal (IRC) e comprimento da cabeca (CCOA8ntre
machos e fémeas de muta Pontos vermelhos sdo os valores observados para as fémeas e pontos azuis os
valores observados para os machos.
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Figural.161 Correlacdo entre o comprimento rostioacal (CRC) e a largura da cab€c@AB) entre machos
e fémeas dé.. 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 ho ComprimeRtostroCloacal (CRC) (Tabela
1.3; Figura 1.T) e no Comprimento da Cda (CC) (Tabela 1.3; Figura B)lentre os
individuos adultos machos e fémeas.dehesis mutaOs machos apresentaram tanto maior
tamanho corporal do que as fémeas {28953, gL = 88, p =,004777; Tabela 1.3; Figura
1.16, quanto maior tamanho da cauda (ANCOVAgd= 12,53, p < @001; Tabelal.3;
Figura 1.17. O indice de dimorfismo sexual (SSD) foiid@,09.

Em relacéd ao Comprimento da Cabeca (COA®earson; p = 0,06576; t-8,5304,
gL =43, p = 0,5986; Tabelh3) e a Largura da Cabeca (LCA®Bearson; p = 0,631; t=
1.86M, gL = 28, p = 0,07229; Tabela 1.3), e 0os machos apresentaram valores médies maior

do que as fémeaporém ndo houve diferenca significat{¥agura 1.D e 120).
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Tabela 1.3 Dados morfoldgicos dos individuos adultos machos e fémeas da populacao da Mata Atlantica de

muta DP = desvio padréo.

Machos Fémeas
Variavel Média +
DP Minimo-Ma&ximo n Média + DP Minimo-Maximo n
18948 + 173798+
CRC (mm) 1510-3200 43 1444-2200 47
31940 181,19
157,84 + 143,40 +
CC (mm) 60-184 43 101-166 47
1964 12,9
70,45+
CCAB (mm) 30-85 24 69,05+5,28 60-78 21
11,13
40,94 +
LCAB (mm) - 32,36-52 13 37,76+ 3,93 30-44,82 17

Fonte ALVES et al., 2014

Figura 1.7 i Média e variagdo do comprimento rostloacal (CRC) entre individuos adultos machos e fémeas
deL. mutada Mata AtlanticaLinhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o

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

significativa.
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Figura 1.B1 Correlacdo entre comprimento rostioacal (CRC) e comprimento da cauda (CC) entre machos e
fémeas dé.. mutada Mata Atlantica. Pontos vermelhos sdo os valores observados para as fémeas e pontos azuis

os valores observados para os machos.
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Figura 1.D1 Média evariacdo do comprimento da cabec¢a (CCAB) entre individuos adultos machos e fémeas de
L. mutada Mata Atlantica. Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o

desvio padréo e linhas verticais os limites maximo e mininservados.
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Figura 1207 Média e variacdo da largura da cabeca (LCAB) entre individuos adultos machos e féineas de
muta da Mata Atlantica Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o

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

3.4.1 Populacada FlorestaAmazoénica

3.4.11 Variagdo docomprimento &olume 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 estacac
secafoi 7,76 mm3 7,35 mm? para esta¢ao chuvosa. Ja no caso do comprimento testicular, o
valor médio para a estagdo chuvosa foi maltntretanto,ndo foi encontrada nenhuma
variagcéo significativa tanto no comprimento (ANCOVA= 5,552, p = 0,68; Figura 1Lp
guanto no volume testicular (t-3,1555 gL = 20, p = 0,26; Figura 129 entre as estagcbes

seca e chuvosa.
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Figura 1.2 17 Correlacédo entre comprimento rostileacal (CRC) e comprimento do testiculordachos dd..
muta Pontos pretos sdo os valores observados para a estacdo chuvosa e pontos cinzas os valores observados par

a estacéo seca.
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Figura 1.2 1 Média e variagdo do Log do Volume Testicular entre individuos adultos machosvdgaao
longo das estagBes seca e chuvosa. Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das

caixas o desvio padrao e linhas verticais os limites maximo e minimo observados.
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3.41.2 Variagdodo diametro dalucto deferente

Um total de 18 machos foram utilizados para obtencdo das medidas do ducto
deferente. O valor médio para a estacdo sdoade 3,03 mme 2,65 mm paraaaestacao
chuvosaEntretanto, o foi encontrada nenhuma variagéo significativa no didnt® ducto
deferente ao longo das estacdes seca (n = 9) e chuvosa (n =BBf62 gL = 16, p =0,19;
Figura 1.3)

Figura 1.31 Média e variacdo do Diametro do Ducto Deferente entre individuos adultos madhasutaao
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 regressao testicular (estagio 1,
Figura 1.2 A) foi encontrada em quatro individuos cotiia apenas durante a estacéo 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 estacdo chuvosa, no més de novembro, e um
no inicio da estacéo seca, no més de nfaiespernogénese (estagio 3; Figura 4.B) foi
observada em 9 animais, tanto na estacao seca (maio, n = 3; julho, n = 1) quanto na estagao
chuvosa (novembro, n = 1; dezembro, n = 1; abril, n = 3). A espermiacéo, fase do pico de
producdo de espertoadides (estagio 4; Figura U2ZC) 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 espermiacati¢gs 5; Figura 1.2 D) foi observada

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

Figura 1.2 i Ciclo espermatogénico de. muta. A) Regressao testiculdr estagio 1 (outubro; 20x); B)

Espermiogénesk estagio 3 (abril; 20x); C) Espermiacéi@stagio 4 (mag, 20x); D) Final da espermiacéo

Para a primeira analisgue considerowa estacdo seca e chuvoss medidas do
didmetro do tubulo seminifero tiveramariacao significativa entre as estagfes (t = 2.6728, g
= 17, p = 0,01606; Figura B A média observada para a estacdo chuvosa foi de 330,192
um, enquanto a média observada para a estacdo seca foi de 219,240 um. A mesma diferenca
foi observada para \aariacdo das medidas da altura do epitélio dos tubulos seminiferos (t =
3.7681, gL= 17, p = 0,001533; Figura BR A média observada para a esta¢do chuvosa foi
de 85,764 um, enquanto a média observada para a estacdo seca foi de 43,744 um.



50

Figura 1.5 7 Médiae variacdo do comprimento do Log do Didmetro do Tubulo Seminifero para duas estacdes.

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 ast|({*) indica diferenca significativa.
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Figura 1.5 7 Médiae variacdo do comprimento da altura do Log do Epitélio do Tdbulo Seminifero para duas

estacdes. Linhas horizontais no interior das caixas representam a médiaddsndaixas o desvio padréo e

linhas verticais os limites m&ximo e minimo observados. O asterisco (*) indica diferenca significativa.
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Parao segundo método de analigpie considerou as duas estacfes divididas em
quatro periodos (inio e fim da esta¢do chuvosa e inicio e fim da estacdo sscadriaveis
continuaram apresentando diferencas significativas. Para o diametro do tubulo seminifero
(ANOVA, F = 7,859, p = 0,0022; Figura TR o teste a posteriori de Tukey revelou que a
diferenca esta entre a amostra do final da estacdo chuvosaféWE@iro, marco e abyie do
final da estacéo seca (FE&osto, setembro e outub(dukey FEGFES,p = 0,00109). Para
a altura do epitélio (ANOVA,F = 13,49, p = 0,000156; Figura 8)2 o teste a posteriori de
Tukey apresentou trés periodos de diferenca significativa entre as medidas microscopicas:
inicio da estacéo chuvosa (IE@vembro, dezembro e janei®inicio da estacdo seca (IES
maio, junho e julhp(Tukey IEGIES, p = 0,013), inicio da estac¢édo chuvosa (IEC) e final da
estacao seca (FES) (Tukey HEES, p = 0,00331), e final da estacdo chuvosa (FEC) e final
da estacéo seca (FES) (Tukey FEES, p = 0,0000954).

Figura 1.Z i Médiae variagao do comprimento do Log do Diaroeto Tubulo Seminifero (eixo y) para quatro
estacdes (eixo x). 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 difereficatsigni

FEC = final da estacdo chuvosa; IES = inicio da estacdo seca; FES = final da estacdo seca; IEC = inicio da

estagdo chuvosa.
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Figura 1.817 Médiae variacdo do comprimento do Log do Epitélio do Tubulo Seminifero (eixarg)quatro
estacdes (eixo x). Limites representam intervalos de 95% de confianca. FEC = final da esta¢éo chuvosa; IES =

inicio da estagéo seca; FESinal da estagdo seca; IEQnfcio da estacéo chuvosa.
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3.41.4 Estocagem no ducto deferente

Em relacéo a estocagem de espermatozoides no ducto deferente, foram examinados 19
individuos machos adultos. O duasvaziaddoi observad em um individuo (Figura 12
A), coletado no més de setembro e que também apresdabata seminifero quiescente.
Entre o final da estacéo chuvosa e inicio da estacéo seca, nos meses de abril, maio e julho, foi
observada uma quantidade reduzida de espermatozoides estocados no ducto deferente de
algurs individuos (n = 4; Figura 19B). O restante dos animais analisados apresentou ducto
deferente completamente cheio independente do més ou da estacdo em que foram coletados (r

= 14; novembro, dezembro, marco, abrigio) julho e agosto; Figura BZ e D).
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Figura 1.®1 Estocagem de permatozoides 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

Fonte: SOUZA, E. 2020

3.41.5 Segmento Sexual Renal (SSR)

Para avaliacdo da hipertrofia do segmento sexual renal (SSR) foram exanZhados
machos adultos, send® individuos coletados na estagéttuvosae 11 individuos coletados
na estacaseca

Em analise visual preliminasomparativa do didmetro do segmento sexual renal
maioria dos machos apresentavam o0s tubulos do SSR altamente ou moderadamente
hipertrofiado ao longo do ano, sugerindo um padréo asazonal para essa estrutura. Além disso,
também verificamos assincronia entre os individuos da populacdo. Apenas 4 machos
aparentavam hipotrofia do SSR, coletados tanto na estagdo seca quanto na chuvosa (outubro,
n = 2; novembron = 1; abril, n = 1; Figura 30 A). Oito individuos aparentavam SSR
moderadamente hipertrofiado, coletados em ambas as estacfes (novembro,zemidroda
= 1; abril, n = 2; maio, n = 1; julho, n = 1; agosto, n sdtembro, n = 1; Figura30B), e 8
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individuos observados apresentaram o SSR altamente hipertrofiado, também coletados em
ambas as estacOes (novembro, n = 2; marco, n = 1; maio, jnled3;n =1; setembro, n = 1;
Figura 130C 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 estacfes seca e
chuvosa. O valor médio para a €éta chuvosa foi de 151 um, significativamente maigr<
78, p = 0,00028; Figura 1B 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 estacao
chuvosa foi de 57,78 pnsignificativamente maior (W 66, p = 0,001234; Figura 2Bdo
que o valor médio de 41,50 um para a estacao seca.

Figura 13071 Ciclo do Segmento Sexual Renal. Corte longitudinal. Hematosélisina. A) SSR hipotrofiado
no final da estacdo chuvosa (jghl0x); B) SSR moderadamente hipertrofiado na estagdo seca (setembro; 10x);

C) e D) SSR hipertrofiado no inicio da estagdo chuvosa (novembro; 10x). As setas indicam os tlbulos do SSR.

Fonte: SOUZA, E. 2020
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Figura 1.3 7 Média e variacdo da@omprimento do Log do Didmetro do Segmento Sexual Renal (SSR) para
duas estacg@es. Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o desvio padréo e

linhas verticais os limites maximo e minimo observados. O asterisco i¢qidifdlerenca significativa.
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Figura 1.2 1 Médiae variacdo do comprimento do Log da Altura do Epitélio do Segmento Sexual Renal (SSR)
para duas estacGes. Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, ltait@aslasdesvio

padréo e linhas verticais os limites maximo e minimo observados. O asterisco (*) indica diferenga significativa.
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J4& no segundo método de analise, as variaveis ndo apresentaram diferencas
significativas. Para o diartre do SSR, o teste de Krustal Wallis ndo apontou nenhuma
diferenca significativa entre as estacdes avaliadas (Krustal Wallis, X2 = 0,91754, p =
0,915; Figura 1.3). Para a altura do epitélio do SSR, também néo foi encontrada diferenca
significativa (ANOVA, F= 0,136, p = 0,937; Figura 48

Figura 1.3 1 Médiae variagdo do comprimento do Log do Diametro do Segmento Sexual Renal (eixo y) para
guatro estacdes (eixo x). Limites representam intervalos de 95% de confianca. FEC =dstatda chuvosa;

IES = inicio da estacdo seca; FES = final da esta¢do seca; IEC = inicio da estagdo chuvosa.
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Figura 1.3 7 Médiae variagdo do comprimento do Log da Altura do Epitélio do Segmento Sexual Renal (eixo
y) para quatro estac¢des (eixo x). Limites representam intervalos de 95% de confianga. FEC = final da estacdo

chuvosa; IES = inicio da estacdo seca; FES = final da estagdo seca; IEC = inicio da estagdo chuvosa.
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3.4.2 Populagéo da Ma#elantica
3.4.2.1Ciclo espermatogénico

Foram examinados um total de 13 machos maduros, sendo 8 das estacdes outono e
inverno @0 de marc@té 21 de setembro) e 5 das estagdes primavera e verdo (22 de setembro
até 19 de marc¢o). A regressaosteeular (estagio 1; Figura B3A) foi encontrada em trés
individuos coletados nos meses de novembro, dezembro e fevereiro (primavera/verao). O
inicio da espermiogénese (estagio 2) foi observada em quatro individuos nos meses de marco,
abril, maio e julho (outono/inverno). A espéogénese (estagio 3; Figura 8.B e C) foi
observada em quatro animais, nos meses de junho, julho e agosto (outono/irkerno).
espermiacédo, fase do pico de producdo de espmréides (estagio 4; Figura 5.B) foi
encontrada em um macho coletado em janeiro (verdao). Um macho coletado em agosto

(inverno) estava no inicio da regressao testicular (estagio 5).
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Figura 1.3 1 Ciclo espermatogénico de. muta. A) Regressao testiculdr estagio 1 (dezembro; 20x); B)
Espermiogénesé estagio 3 (julho; 20x); C) Espermiogéndsestagio 3 (agosto; 20x); D) Espermiagao

estagio 4 (janeiro; 10x). O asterisco (*) indica a presdegaspermatozoides.
- 4 w‘" W

Fonte: SOUZA, E. 2020.

Para a primeira andlise, as medidas do diametro do tubulo seminifero ndo tiveram
variacao significativa entre as estacbes Outono/Inverno (O/l) e Primavera/Verao (P/V) (t =
1.6701,gL = 10, p = 0,1259; Figura.36 A). A média observada para a estacdo O/| foi de
215,166 pummaior do quea médiade 160,446 pnobservada para a estagdo P/V. Também
nao encontramos diferenca significativa para a variacao das medidas da altura do epitélio dos
tubulos seminiferos (t = 1.6731, gL = 105 9,1253; Figura 1.B8A). A média observada para
a estacao O/l foi de 63,236 pumaior do que anédiade 37,495 probservada para a estagéao
P/V.

Considerando as estacdes separadamente, também ndo foi verificada nenhuma
diferenca significativa tanto para as medidas do diametro do tdbulo seminifero (ANGVA; F
1,664, p = 0,243; Figura B3) quanto para as medidas da altura do epitélio do tubulo
seminifero (ANOVA; F=1.325, p = 0.313; Figura /. B).
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Figura 1.8 i Média e variacdo do Log do Didmetro do Tubulo Seminifero. A) Duas estacfes. O/l =
outono/inverno; P/V = primavera/verdo. B)é§ estacdes. 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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Figura 1.3 7 Média e variacdo do Log da altura do Epitélio do Tubulo Seminifero. A) Duas esta¢des. O/l =
outono/inverno; P/V = primaveral/verdo. B) Trés estaces. Verde = outono; Vermelho = Inverno; Azul = Veréo.
Linhas horizontais no interior das caixas represengamédia, limite das caixas o desvio padrdo e linhas

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

Foram examinados um total de 9 machos maduros, sendo 7 das estagcdes outono e
inverno @0 de marc@té 21 de setembro) e 2 das estacdes 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) aprdgetasheios de
espermatozoides em todos os meses avaliados (janeiro, fevereiro, maio, junho, julho e

agosto).
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3.4.2.3Ciclo do Segmento Sexual Renabg

Foram examinados um total de 12 machos maduros, sendo 8 das estacdes outono e
inverno @0 de marg até 21 de setembro) e 4 das estacdes primavera e verao (22 de setembro
até 19 de margo) A hipotrofia do SSR (Figura 183A) foi encontrada em dois individuos
coletados nos meses de fevereiro e margco (verdo). O SSR maoadendelahipertrofiado
(Figura 1.8 B) foi observada em trés individuos nos meses de novembro, abril e maio
(primavera/outono). Aiipertrofia do SSR (Figura 183C e D) foi observada em 7 machos

coletados nos meses de maio, junho (outono), julho, agosto (inverno) e janeiro (verdo).

Figura 1.8 1 Ciclo do Segmento Sexual Renal. Corte longitudinal. Hematosélisina. 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). #&tas indicam os tdbulos do SSR.

Fonte: SOUZA, E. 2020

Para a primeira andalise, as medidas do diametro do tubulo do SSR néo tiveram
variacao significativa entre as estacbes Outono/Inverno (O/l) e Primavera/Verao (P/V) (t =
1.5587,gL = 10, p = 0,1501Figura 1.® A). A média observada para a estacao O/l foi de
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126,77 pm,maior do quea médiade 99,56 punobservada para a estacao P/V. Também nao
encontramos diferenca significativa para a variacdo das medidas da altura do epitélio dos
tubulos do SSR (t =.0628,gL = 10, p = 0,3129; Figura40 A). A média observada para a
estacao O/l foi de 50,71 pumaior do quea médiade 39,97 pmobservada para a estacao

P/V. Considerando as estacfes separadamente, também nao foi verificada nenhuma diferenca
significativa tanto para as medidas do didmetro do tabulo do SSR (ANOWA3,B48, p =

0,0975; Figura B9 B) quanto para as medidas da altura do epitélio do tubulo do SSR
(ANOVA; F = 2,38, p = 0,151, Figura 40 B).

Figura 1391 Médiae variacdo do Lodiametro do Tudbulo do SSR. A) Duas esta¢des. O/l = outono/inverno;
P/V = primavera/verdo. B) Trés estagbes. Verde = outono; Vermelho = Inverno; Azul = Ver&o. Linhas

horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o desvio piathd® \erticais os
limites maximo e minimo observados.
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Fonte: SOUZA, E. 2020.

Figura 140 i Média e variagdo do Log da altura do Epitélio do Tubulo do SSR. A) Duas estagbes. O/l =
outono/inverno; P/V = primavera/verdo. B) Trés estacbes. Vermlgono; Vermelho = Inverno; Azul = Verao.

Linhas horizontais no interior das caixas representam a média, limite das caixas o0 desvio padrdo e linhas
verticais os limites maximo e minimo observados.
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3.4.3Resumo do Ciclo reprodutivaios machos de. muta

O esquema a seguir (Figura I).4esume os resultad@presentados anteriormente
que saareferentes ao ciclo reprodutivo dos machod. dehesis mutgara a populacdo da

Floresta Amazonica e da Mata Atlantica.

Figura 1.4 7 Ciclo reprodutivo dos machos tle mutada populacdo da Floresta Amazdnica (Féinza) e da
Mata Atlantica (MAT preto) Os numeros dentro das caixas indicam o nimero amostatvallo para cada

fase do ciclo reprodutivo. As caixas estao sobrepostas ao respectivo més de ocorréncia.

Ciclo Reprodutivo dos Machos
Regressdo 2 |2
Testicular 1 T [ 1
. 3| 4 3 2 | 1
Espermiogénese
1 1 1 2 1 1
L 1 2 1
Espermiagao 1
1 2 2 1 1 1 1 4 1
Estocagem 1 1 , 1 1 ]
SSR 1 3 1 1 2
1 1 1 1 1
J F MJAIM]J J Al S (o) N D
L L
d FA Chuvosa . Seca ' Chuvosa
1| Il
d MA | PrimaveraiVerdo Outono/Inverno " Primavera/Veréo

Fonte: SOUZA, E. 2020
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3.5Ciclo reprodutivo das fémeas

3.5.1 Anélise macroscopica do trato reprodutivo feminino

Um total de73 fémeas madurdsram avaliadas para a definigdo do ciclo reprodutivo
sendo 40 da FA e 33 da MA

3.5.11 Populacéo da Floresta Amazoni(éA)

Foliculos em vitelogénese prima(Ml) foramobservadoso longo de todos os meses
do ano.Apenas4 fémeas em vitelogénese secundévia) foram encontradas. Uma delas
vitelogénese avancad@RC = 1830 mmmaior foliculo= 38,59 mm) foi coletada em maio,
inicio da estacéo seceom sete foliculos em V2 no ovario direito e cinco no ovario esquerdo
As outrastrésfémeas estavam em inicio gdrocesso de vitelogénese secund&R¢ =1830
mm e maior foliculo = 16,99 mm; CRC 2030 mm e maior foliculo = 16,32 mr@RC =
1790 mm e maior foliculo = 132 mn) foram coletadas nos meses de mailho e setemin
respectivamenteaestacdo secé\penas ma fémea prenhe foi coletada no més de agosto
continha 6 ovos no oviduto direito3eovos no oviduto esquerd@RC =1830 mm e maior
ovo = 60,51 mm)O maior ovo foi dissecado e nenhum embridcefaontradpo que pode
indicar inicio do desenvolvimento embrionéoio 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 filhotesmaséimos. Ests
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 vidaEstes foram coletados nos meses de junho, marco éroutu

respectivamente. A figura 1.4@sume os resultados acima citados.
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Figura 1.427 Ciclo reprodutivo de fémeas deachesis mutada Floresta Amazodnica. Circulo fechado =
vitelogénese primaria; Circulo aberto = vitelogénsseundaria; Circulo vermelho = fémea prenhe; Estrelas =

recémnascidos; Serpentes = juvenis < 12 meses.
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Fonte: SOUZA, E. 2020

3.5.1.2 Populacéo da Mata Atlanti¢i&iA)

Foliculos em V1 foram observados ao longo de todo o atmf&neas em V2 foram
encontradasosmeses dabril (CRC = 1444 mm e maior foliculo = 15,73 mmmgio (CRC
= 1750 mme maior foliculo =21,84 mn), junho (CRC =1806 mme maior foliculo =18,82
mm; CRC = 1686 mm e maior foliculo = 20,42 mialho (CRC =1570 mme maior foliculo
= 27,63 mn), agosto (CRC 2070 mme maior foliculo 46,7 mm; CRC = 2200 mm e maior
foliculo = 48,74 mm e setembro (CRC £565 mme maior foliculo 49,91 mn), meses que
representam as estacdes do outono e inverno na cglé e que coincidem com a estacéo
seca para a regidta FA Duas fémeas prenhes foram coletadas, uma foi atropelada no més de
marco e devido aoestado de conservacdoj possivel identificarapenas4 ovos (CRC =
1790 mm e maior ovo = 52,29 mmA segunda fémearenhe foi coletada no més de
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setembro e continha um total de 10 ovos (CRC = 1910 mm e maior ovo = 50,2Dsm).
ovos nao foram dissecados.

Trés animais tinham comprimento dentro do limite estipulado para feagcido
(54,1 cm, 58,5 cm e 54,5 cm)faram coletados em janeiro, marco e abril, respectivamente.
Outros D animais da amostra apresentaram tamanho total entre 61 cm e 122 cm e foram
considerados juvenis em primeiro ano de viHatesforam coletados enfevereiro (111,3
cm), marco (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 @nputubro (115,5 cm)A Figura 143 resume 0s

resultados aqui apresentados.

Figura 1.43' Ciclo reprodutivo de fémeas d@chesis mutala Mata Atlética. Circulo fechado = vitelogénese
primaria; Circulo aberto = vitelogénese secundaria; Circulo vermelho = fémea prenhe; Estrelas-= recém

nascidos; Serpentes = juvenis < 12 meses
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Fonte: SOUZA, E. 2020
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3.5.2 Fecundidade

Os animais examinados estdo listados na Tabela 1.4. O tamanho da ninhada n&o foi
positivamente correlacionado com o tamanho do corpo materno1(681, gL = 8, p =
0,1313). Também nao foi observado correlacdo entre o didametro do maior ovo ou foliculo e o
comprimento rostraloacal 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 tamard® corpo materno (t =2,1551 gL = 12, p =
0,05217) nem com o comprimento total (t-£9527; gL = 8; p = 0,08663), porém foi
observado correlacdo positiva entre o diametro do maior ovo ou foliculo e o comprimento
rostroecloacal materno (t = 2,7708; gL =1;1p = 0,0182; Figurd.44), mas ndo com 0O
comprimento total (t = 2,0937; gL = 8; p = 0,06961). Também nao foi observada correlagédo
negativa significativa entre o niumero de filhotes e o didmetro do maior foliculo ou ovo (t =
1,2656; gL =11; p = 0,2318).

Tabela 1.4: Fémeas analisadasl@ehesis muta(ld e Cole¢cdo=nimero de tombo/ colecéo; £Aloresta
Amazobnica, MA = Mata Atlantica;, CRC= comprimento rostr@loacal, CT = comprimento total, F=
fecundidade total; >FG maior foliculo ou ovo; ER= estdgio reprodutivo; P = prenhe; V2vitelogénese

secundériaf*) =tamanho do ovo na ovipostura

Id e Colegdo Localidade CRC o cT F e ER Autor(es)
mm  mm mm

45997/IBU  Manaus/AM 1830 2000 9 6051 P Esteestudo
16514/MPEG Marab&/PA 1830 2010 12 38,59 V2 Este estudo
2085/MZUESC Ilheus/BA 2070 2236 9 46,7 V2 Este estudo
3014/MZUESC llhéus/BA 1444 1579 18 15,73 V2 Este estudo
3123/MZUESC llhéus/BA 2200 2355 14 48,74 V2 Este estudo
5359/MZUESC llhéus/BA 1806 1948 10 18,82 V2 Este estudo
5442/MZUESC IIhéus/BA 1750 1884 12 21,84 V2 Este estudo
7430/MZUESC llhéus/BA 1570 1701 13 27,63 V2 Este estudo
7803/MZUESC llhéus/BA 1909 2060 10 50,21 P Este estudo
9313/MZUESC llhéus/BA 1565 1715 13 4991 V2 Este estudo
- FA - - 15 731* P Eisele, 2009

- FA 1990 - 9 - P Corrales et al. 201¢
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3057/BU MA 1940 - 11 8¢ P Amaral 1925
- FA 2000 - 10 759 P Boyeret al.1989
Melgarejo et al.
- MA 2000 - 14 705*
1999

Fonte: SOUZA, E. 2020

Figura 1.44i Correlacéo entre o log do comprimento rostimacal (CRC) materno e o log do didmetro do

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

3.53 Plug copulatério e estocagem de espermatozoides

O presente trabalhelata pela primeira vez a presenca de plug copulagsiocagem
de espermatozoides formacdo do UMT Uterine Muscular Twistingno oviduto deuma
espécie do génetmchesis

O plug copulatério &im conjunto de substancigsincipalmente proteinaproduzidas
no rim edepositadas pelo macho na cloaca da fémea ap0s a.cBpséaestruturatuatanto
como uma barreira temporariificultando futurascdpulas quanto evitando o vazamento de
espermapela cloaca da fémea garatindo, assim, que seus espermatozoides sejam
fertilizados(BIRKHEAD; M@LLER, 1998; 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 stava en inicio de V2 coletada no més de julho (Figura 1.A% Outra
fémea em inicio de V2 foi coletade més de setembro (Figura 1.Bh As duas fémeas
restantes foram coletadas nos esede maio e julho (Figuras 1.@5e D, respectivamente),
sendo que umalelas estava em V1 (Figura 1.49 e, para a outra, pafoi possivel
determinar o estagio folicular. Ndo foram encontrados espermatozoides no plug ou em

nenhuma outra regido do oviduto dessas fémeas.

Figura 1.45 Plug copulatério na regido vaginal Hemuta- FA. Corte longitudinal. HematoxilinBosina. 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 (fhdicam o plug copulatério.

Fonte: SOUZA, E. 2020

A presenca ou ausénaig UMT foi avaliada em 19 fémeas, dpgis a estrutura foi
observad em sete uma prenheduasem vitelogénese secundari@és em vitelogénese
primariae em uma nao foi possivel determinar o estagio reprodua@m encontrade
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espermatozoides estocados na juncéo agmmaldafémea prahe(Figural46A e B) e de

uma fémea em vitelégese secundériavancada(Figural46C e D) J& no infundibulo
posterior, foi encontrado espermatozoide em uma fémedélgrigural.47 A e B)e em uma
fémea emV2 (Figura 147 C e D) coletadas em marco e julho, respectivamefis
espermatozoides encontrados no infundibulo posteri@o estavam estocados em
receptaculosMaiores detalhes sobeeUMT e a estratégia de estocagem de espermatozoides

deL. mutaestadono Capitulo 2 desteabalho.

Figura 1.46i Estocagem de espermatozoides na juncao tregmal (UMT) deL. muta Corte longitudinal.
HematoxilinaEosina. 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 1.477 Estocagem de espermatozoides no infundibulo posteriot.dmuta Corte longitudinal.

HematoxilinaEosina. 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 espernoides.

Fonte: SOUZA, E. 2020

3.5.3.2Populacdo da Mata Atlantica

Foram encontradas duas fémeas em V1 com quantidades diferentes de plug na regiéo
da vaginauma coletada no més de marco (Figura 148 e a atra coletada no més de
dezembro(Figura 1.48B). Nao foram encontrados espermatozoides no plug ou em nenhuma

outra regido do oviduto dessas fémeas.
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Figura 1.48 Plug copulatério na regido vaginal demuta- MA. Corte longitudinal. Hematoxilinkosina. A)

Fémea em VIMarco; 4%); B) FéEmea 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 espermatozogtesima fémea em V2 avancada coletada no més de
setembo (CRC: 1565 mm; maidfoliculo: 49,91 mm; Figura 1.48 e B). No infundibulo
posterior, apesar de varios receptaculos seminais ciliados s@lenidentificados (Figura
1.49C), nao foi observado espermatozoides dentro dessas estruturas em nenhumai®s anim
avaliados. Por outro lado, em uma fémea prenhe coletada em margo, foi encontrado uma
substancia volunga néo identificada (Figura 1.4%). Essa massa pode ser derivada de um
espermatéforo (MANN, 1984), porém nédo foi possivel identificar espermatozibéshedso

dessa substancia devido a baixa qualidade de preservacao do espécime.
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Figura 1.491 Estocagem de espermatozoideslenmuta Corte longitudinal. HematoxilinRosina. A) Fémea
em V2 com espermatozoides 1#MT (setas) (Setembro; 10x); B)aior aumento de A (40x); C) Receptaculos
seminais ciliados (setas) (20x); D) Substancia nao identificada (setas) no limen do infundibulo posterior de uma

fémea prenhe (Margo; 4x).
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Fonte: SOUZA, E. 2020

3.6 Resumo do ciclo reprodutivo de fémeas de muta

A Figura 1.50resume as caracteristicas do ciclo reprodutivo de fémeas da surucucu

pico-dejaca da Amazbnia e da Mata Atlantica reunidas neste trabalho.
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Figura 1.50i Ciclo reprodutivo das fémeas fle mutada populacdo da Floresta Amazonica (FAinza) e da
Mata Atlantica (MAT preto) Os nimeros dentro das caixas indicam o numero 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

3.7Resumo do ciclo reprodutivo de machos e fémeas demuta da populacdo da
Floresta Amazodnica e da Mata Atlantica

A Figura 1.51 e 1.52mesclam os resultadodeste trabalho referentes atclo
reprodutivo de machos e fémeasldenutada populacédo da Floresta Amazonica e da Mata
Atlantica, respectivament®© periodo de cépula fonferido a partir da observagédo de plug

copulatorio e estocagem de espermatozoides nas fémeas.
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Figura 1.511 Resumo do ciclo reprodutivo de machos e fémeas daitada populacéo da Floresta Amazénica.
FEC = Final da estacdo chuvosa; IES = Inicio da estacdo seca; FES = Final da estacdo seca; IEC = Inicio da

estacdo chuvosa.
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Figura 1.521 Resumo do ciclo reprodutivo de machos e féndeds mutada populacdo da Mata Atlantica.
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Fonte: SOUZA, E. 2020

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 opoSBONNET et al., 2000)O produto pode ser resultado
de selecdo naturad entdo o ganhoa aptidao biologicae da por questbes ecoldgicas, como

alimentacédo ou predacao, por exemplo. No caso da selegéal, machos crescem mais do
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que as fémeas coespecifieas espécies que apresentam o comportamento de combate entre
machos quando comparado com espécies que ndo apresentam esse comp¢8hiintto

1994) A selecéao de fecundidade, por outro lado, prediz que o maior tamanho corporal das
fémeas aumenta sua capacidade na geracdo de prole, o que vem sendo comprovado ernr
diversos estudos, principalmente com viperideos neotropiBBSRROS; ROJAS;
ALMEIDA -SANTOS, 2014a, 2014b; BARRQSSUEIRO; ALMEIDA-SANTOS, 2012
MARQUES; KASPEROVICZUS; ALMEIDASANTOS, 2013; NOGUEIRA; SWAYA,
MARTINS, 2003 SILVA et al., 2019a)

Adicionalmente, as rela¢gfes ttade-off também influenciam os limites de tamanho
dos animais, a idade em que atingem a maturidade sexual e a qleantélhotes que
produzem(FORD; SEIGEL, 1994)0s trade-offs representam o0s custos pagus aptidao
biolégica quando qualquer mudanca benéfica em uma caracteristica estd ligada a uma
mudanca prejudicial em out(®8 TEARNS, 1989) Ou seja, séo limites na historia de vida
moldadas ao longo da evolucdo que permitem que os seres vivos sejam hoje adaptados. Dois
trade-offs bem documentados na biologia reprodutiva de serpentes s&o, por exemplo,
crescimentosersusmaturidade sexual e meroversustamanho de filhotes. O balanco dessas
forcas evolutivas, assim como a influéncia de outros fatores externos, como a disponibilidade
de alimentofPEARSON; SHINE; HOW, 2002; STEARNS; KOELLA, 198@terminam a
direcdo e o nivel de crescimento nasgimais, assim como uma possivel variacdo no
crescimento dentro da mesma espécie (i.e., dimorfismo sexual).

Espécies do génerbachesissdo consideradas as maiores dentre os viperideos
neotropicais, podendo ultrapassar 3 metros de comprimento (CAMPRRMAR, 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 populagfes, tanto machos quanto fémeas atingem a maturidadeacenaiale um

metro de comprimeni@endo o menor macho maduro da populacdo amazéni@88emm e

da Mata Atlantical300 mm, e a menor fémea da populacdo amazonica 4@ mén e da

Mata Atlantica 120 mm.

Espécies de surucucu se alimentam de mamiferos, i@speate roedores e
marsupiais de pequeno porte (CAMPBEL; LAMAR, 2004). Apesar de serem serpentes
grandes, suas presas sao relativamente pequenas, e a propor¢cado entre a massa presa/predad
para essa espécie é considerada baixa dentre os vipNARFINS; OLIVEIRA, 1998) A
alimentacédo de pequenos animais podenaim dos fatores a influenciar o crescimento mais

lento e a maturidade tardia, uma resposta possivel dentre a diversidade de ceta@des de
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off entre crescimenteersusmaturidade sexual (STEARNS; KOELLA, 1986). Além disso,
estudos anteriores com vifegos do Velho Mundo e da América do Norte demonstram forte
convergéncia em algumas caracteristicas, as quais incluem maturidad@N&rtal et al.,
2006)

Lachesis muta apresenta dimorfismo sexuabtas variaveis morfométricas de
comprimento rostr@loacal e comprimento da cauda para as duas popula;dssnachos
saosignificativamente maiores do que féme@sndicedo dimorfismo sexualSSD)foi de
-0,062 para a populacdo da Floresta Amazonica eO@® para a populacdo da Mata
Atlantica. Esse padrdo também foi observado em outras espécies do mesmo género (RIPA,
1994, 2002), assim como em outras espécies da Familia Vipétigkistrodon SEGEL;

SEVER, 2008;Bitis, SHINE et al., 1998 Crotalus ALMEIDA-SANTOS et al. 199

Sistrurus BISHOP; FARRELL; MAY, 1996.Vipera BONNET et al., 2000)No caso das
espécies a géneroBothrops fémeas sdo maiores do que os ma¢AbdEIDA -SANTOS;
SALOMAO, 2002) Comportameto de combate é descrito para a0 menos trés das quatro
espécies déachesisem estudos de cativeirte. stenophrysL. melanocephala L. muta

(RIPA, 1994; 2002)Em campo, dois machos tle mutaforam vistos em comba&em uma

regido na Venezuelano més de novembrgDiego Flores, comun. pessoalEste
comportamento ocorre durante a época de acasalamento e sua possivel funcéo é estabelece
relacbes de hierarquia que define acesso prioritario & cOBNBREN, 1986; SCHUETT,

1996, 1997)0 resultado do SSD paka mutacorrobora com a predicao de forcas de selecéo
sexual atuando sobre o sistema de acasalamento, favorecendo maior crescimento de machos
em comparagao com fémeas coespecificas.

Além da selecdo sexual, outro aspecto que pode ser relevante ao dimorfismo sexual é
o modo reprodutivo (SHINE, 1994). A evolucdo da viviparidade parece estar relacionada com
uma mudanc¢a no SSD, tendendo para fémeas maiores do que machos. De faiachesi®o
guanto as demais espécies da familia Viperidae citadas que apresentam machos maiores do
que as fémeas coespecificas exibem uma das duas caracteristicas, isto €, oviparidade e/ou
comportamento de combdfeENWICK; GREENE; PARKINSON, 2012)

Campbdl e Lamar (2004) e Aaral (1925) afirmam que a fecundidade maxima para
Lachesis mutaassim como para as outras espeécietatdesis seria de 20 ovos, porém
consideram mais frequente o0 niumero médio de 6 a 11 ovos. Ripa (1994, €002us
estudos conh.. melanocephal& L. stenophrysem cativeiro sugere fecundidade média de 9 a
13 ovos. Este mesmo autor relata ter encontrado 19 ovasngelanocephal@m um buraco

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

Comparando a fecundidade deachesis mutacom outras espécies da familia
Viperidae a impressdo é que apresentam fecundidade relativamente baixa considerando o
comprimento do corpo materno. Algumas espéciegraede porte dgrupoBothrops como
B. asper podem gerar de 3 a 86 filhotes por estacdo reprodutiva em fémeas que variam de
1000 a 2230 mm de CR(SASA; WASKO; LAMAR, 2009; SOLORZANO; CERDAS,

1989) Em Crotalusdurissusé comum observar viacao no numero de filhotes dependendo
da regido onde a espécie 0ocofARROS; SUEIRO; ALMEIDASANTOS, 2012) A
populacdo deC. durissusdo sudeste do Brasil tem fémeas menores e produz ninhadas
menores (CRC materno: 985+85 mm; numeeofilhotes: 11,7+5,1, ALMEIDASANTOS,
2005) enquanto a populagdo da América Central pode gerar de 17 a 29 filhotes por estacéo
reprodutiva em fémeas que variam de 1000 a 1600dm@RC(SOLORZANO; CERDAS,
1988) De modo geral, para estas e outras populacdes de serpentes, quanto maoho tam
do corpo materno maior sera o numero de filhotes gerados em uma niBARRJQS
ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2014b; MARQUES, 1996; NOGUEIRA; SAWAYA,
MARTINS, 2003; PIZZATTO; MARQUES, 2002; SILVA et al., 2049SHINE, 1994. Em
outros casos, nenhuma corgla € observada entre essas duas vari@v€RD; SEIGEL,
1989; PINTO; FERNANDES, 2013)

Uma analiseincluindo dversos grupos de serpentesmprovou quea fecundidade
relativa em espécies viviparas € significativamente maior do que para espécies oviparas
(IVERSON, 1987) O autor relata que as espécies viviparas estudadas tendem a produzir
ninhadas maiores, porém com neonatesanes do que o observado em espécies oviparas do
mesmo grupo. Além disso, a evolugdo da viviparidade também demonstra terd¥ncia
deslocamento da direcdo do SSD para fémeas maiores e, pdaantecendaim corpo que
consiga geramaior quantidade deg@e (SHINE, 1994).

A partir dos dados aqui coletados, néo foi possivel identificar correlagcéo significativa
entre o numero de ovos/foliculos e o tamanho do corpo materno, mas sim entre o CRC
materno e o diametro do maior ovo/foliculo. Também observamescorrelacdo negativa
entre o0 numero e o tamanho dos ovos/foliculos que, apesar de nao significativa, mostra uma

tendéncia a corroborar contrade-off entre nUmeraersusamanho da ninhada.
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Para a picale-jaca da Amazonia e da Mata Atlantica, sugeriopes a forga 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 céwmbattos da histéria
natura] como a alimentacdo deresas com massa relativaenor também podem estar
relacionadas com o tamanho do corpo, assim como a maturidade tardia, porém tal hipétese
carece de maior investigacdo. Além disso, o possiade-off entre nimero e tamanho da
ninhada, sugerido pela presenca de ovos grandesu@ pwmerosos e pela correlagdo
encontrada entre o 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 nUnestam

4.2 Ciclos Reprodutivos

De acordo com Zamudio e Greene (1997), o griypshesis possivelmente é
descendente de linhagens de crotalimemseamericanos. Aspectos da biologia reprodutiva
de algumas espécies de crotalineos da América do Norteai éstudadogor alguns
autores Agkistrodon ALDRIDGE; DUVALL, 2002; SEGEL et al., 2008; Crotalus
SHUETT, 1992;Sistrurus ALDRIDGE et al.,2008).De modo geral, os athos iniciam a
espermatogénese no final da primavera/inicio do verédo setentrional, finalizando no outono,
estacao que coincide com a copula e com comportamentos de combate e corte. A hipertrofia
do SSRé caracterizada pelo aumentla concentracdo de testosteronaomcide com o
periodo de copuldParaalgumasespécieobservan-sedois periodos de copulam no final
do verddinicio do outono, e outro na primavera apos hibernagdionverno(ALDRIDGE;
DUVALL, 2002). Para mitras epécies maném-seapenas o primeiro periodo.

As espécies do géneBmthropse Crotalusdurissussaocrotalineosia América do Sul
e Central,amplamente distribuidasesses continentes apresentam ganalidade no ciclo
reprodutivo (ALMEIDA -SANTOS; SALOMAO, 2002;BARROS; SUEIRO; ALMEIDA
SANTOS, 2012; SOLORZANO; CERDAS, 1989 De modo geral,nas fémeas,a
vitelogéneseecundaridem inicio nos meses de marco e amolputonq quecoincide com a
copulg e se extende até setembro e outubriwio da primaveraA sazonalidadedesses
eventos reprodutivasas fémeasle Bothropscorrobora com o padréo observado para fémeas
de crotalineos da América do Nqgrtem a diferenca de qupara as primeiragido ocorre
hibernagédmo inverno com o consequente intervalo no processo viletogéAldRIDGE;

DUVALL, 2002). Em relacdo aos machosstudos demonstram uma marcada sazonalidade
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no ciclo espermatogénicoom a producéo de espermatass concentrada em periodos mais
quentes do ano a ocorréncia de um periodo de quiescencia nos testiBARRROS;
ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2014a,b; BARROS; SUEIRO; ALMEIDSANTOS, 2012;
SALOMAO; ALMEIDA -SANTOS, 2002SILVA et al., 2019), o que caracterizam padr&o
ciclico e sazonal na producao de espermatozMAa3HIES, 2011).

Pesquisadores quevestigaram a biologia reprodutiva de espécies do gémattesis
afrmam queos eventos reprodutivos sdo desencadeados por baixas temperaturas e/ou
aumento da umidad®e acordo com Solérzan(2004), o periodo dedpula paraLachesis
stenophrysa surucucu da margem Atlantica da Costa Rieada entre os meses de fevereiro
e marco periodode baixa precipitacdo éaixastemperatuais na regiap e 0s o/0s sdo
depositados nos meses de junho até agosto, esagiwe e chuvosséEm cativeirg o
comportamento de corte e cOptita observadaentre os meses de dezembro e fevereieo
oviposturade junho atéagosto e nascimentos ersetembro eoutubro (CORRALES et al.,

2014) Em maio de 1995uma fémea prenhe foi recebida no Instituto Clodomiro Picado,
Costa Rica (CHACON; VALVERDE, 2004). Em agosto, egaea fez a ovipostura de 11
oVvo0s, 0S quais eclodiram em novemlmarroboraadoo sugeridgpor Solérzano (2004).

Lachesismelanocephalaa surucucu denargemPacifica da Costa RicaRanama, foi
estudadam cativeiro por Ripa (1994, 1999.primeira copula foi vista em janeirestacdo
seca O autor relata quéi f o i uma das c¢c:-pulas mais viol
s er pe Atowpssturade 13 ovosocorreu emabril, inicio da estacdo chuvgsa o
nascimento em junhdJm segundo casal de. melanocephalaopulou entre os meses de
fevereiro e marco, estacaaage9 ovosforamencontradogm maig seguido de nascimento
em julho, estacao chuvosa.

Lachesisachrocorda averrugos como € conhecida regionalmendistribu-se pelo
Panama, Colombia e Equadbrdividuos dessa espécie foram reproduzidos em cativeiro pela
primeira vezsob condi¢cdesclimaticasnaturais de Medellin, Colombiauja estacdo chuvosa
concentrase entre 0s meses de maio até novemhmoestacdo seca de dezembro até abril
(HENAO; CORRALES, 2015) Comportamentos de corferamvistos no més de junhe no
final de setembra fémea foi encontrada enrolada ao redor de 11 dvos93° dia de
incubacdo (24 de dezembro de 201s®te neonatos eclodirarfuentes e Corrales (2016)
encontraraml4 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 laboratérideardevipostura de 13
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ovos um mésdepois(estacdo secaDs neonatos eclodiram 70 dias depois de terem sido
incubados artificialmenteno inicio da estac¢éo chuvosa.

ParalLachesis mutaautorestambémrelacionam a época de copula com periodos de
gueda na temperatue#ou aumento da umidadee Souza (2007/nantém um cativeiro semi
extensivo no sul da Bahia, onde os animais conseguem viveteidorma natural as
condi¢des climaticas da regid® autor irma quefin « 0 exi st e Q®pm@a de
Ssurucucus rParaconfrrhan essa afirmacdo, o0 autor cita qaecopulaja foi
observadam estacdes distintaso mésde setembroinverng e janeiron dur ant e u ma
fria inexperadabo

A partir de outras observacoes cativeiro (BOYER;MITCHELL; MURPHY, 1989;
CORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016RIPA, 1994, 2002, TURNER CARMICHAEL;
SOUZA, 2008, os autores afirmam qué&entes frias parecem ser um gatilho para
reproducdo nessa espécie. Em trabalho de campo, Diego Flores (comunicagdo pessoal)
encontrou um casale L. mutacopulandono municipio de Caripe, Venezuela, no dia 10 de
novembro de 2012Dois machos foram vistos em ritual de combate no mesmaoAnadttude
no local era d2100 m, atemperatura variavantre14-20°Ce nao ocorriam chuvas ha pelo
menosduassemanasOito neonats foram encontrados nessa mesma area ao longo de varios
mesesdo ano entre 2011 e 20(€&ORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016Y0s autores
sugerem que esses dados de caogpmboram com um padra@eprodutivoasazonal para a
espécie. Por outro lado, em andlise higigica das génadagALVES; ARGOLO;
CARVALHO, 2014) a espermatogénese foi observada nos meses de junho e(jolresno)e
em janeiro(verdo) e os autoresndicam sazonalidadeno ciclo reprodutivo de machas
fémeasem que o periodo de producao de gametas coincide com o periodo de copula.

O fato de os comportamentos reprodutivos e cépetamdesencadeadgsor baixa
temperaturando significague néo exista sazonalidade no ciclo reprodutN@.realidadep
inicio da atividade reprodutiva ginalizadopor estimulos ambientais sazon&ss como
fotoperiodo, temperatura ou precipitag@qARNER, 1986; PERRINS, 1970 PERRINS;
BIRKHEAD, 1983 WINGFIELD, 1980Q. Mudancas negs estimulos sdo detectados pelo
organisno emniveis sensoriais, traduzidos palstema endocrinpara sinais hormonais que
por sua vezgcomunicam a informacéo ao sistema reprodufivdLSON; DONHAM, 1988,
WINGFIELD, 1983. Aldridge (1975) ao estudar uma populacdo @eotalus v viridis,
afirmou que a espermatogénese tinha irdopépocas com temperaturas mais elevatias
Arizona elegangALDRIDGE, 1979) e Nerodia sipedon (WEIL; ALDRIDGE, 1979) o

gatilho para aonicio da espermatogénese tamkiérnerelacdo com a temperatura.
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Os dads apresentados neste trabalmdiicam fortementgueo ciclo reprodutivo dé.
muta € sazonal para machos e fémeassim como o descrito para os demais crotalineos
neotropicaisDe acordo com os dados histologicos e com as medidas microscopicas do tubulo
seminifero, cwomecoda espermatogénese ocorremioio da estacdo chuvosa (novembea
espermiacdo vai até mél dessa estacao (abril/mamgra a populagéo da FA quiescencia
testicular foi observada no final da estacdo seca (setembro e outkbs@s dados
corroboram o padréo observado para os demais crotalineos da América do Sul e dia Norte.
paraa popudcdo da MAa espermatogénessta mais concentrachos meses de outono e
inverno (maio/junho) e a quiescenciao final da primavera e verdo (novembro, dezembro e
fevereiro).Classificamo2 ciclo reprodutivo dos machake L. mutada regido Amazonica e
daMata Atlanticacomo descontinuo ciclico sazosalmisincronicoMATHIES, 2011).

A estocagem no ducto deferemt&o demonstra sazonalidadeja que encontramos
limen cheio de espermatozoidesm todos 0os meses amostragos diametro do ducto nédo
teve diferenca entre as estachas duas populacdd3ara a populagéo da FA, ducto deferente
com guantidade reduzida de espermatozoides foi observado entre os meses de abril e julho, o
gue pode indicar que o periodo de copularanesseperiodo(ALMEIDA -SANTOS et al.,
2004; JOHNSON; JACOB; TORRANCE, 1982 hipertrofia dosegmento sexual renal
(SSR) mostraim padrao relativamente assincronico entre os individuosukspopula@es
De acordo com as analises histolégicas e as medidas microscopigpsrtefia no SSR
ocorre durante a estacdo chuv@savembroa abri) para a populacdo da FA&oincidindo
com a espermatogénedeara a populacdo da MA, a maioria dos individuos apersemt
hipertrofia do SSR no outono e inverno (maio a agpstincidindo coma espermatogénese
e como periodo de cédpulaorém essa observacdo nao teve respaldo estatistam@ce de
maior investigacao

Fémeasm vitelogénese secundaria concentrasamntre oanesmogneseqas duas
populacdesde abril a setembre$tacido secaa regido amazonicautono e invernma Mata
Atlantica). De acordo com Mathie@011), este padréo caracteriza um ciclo descontinuo
ciclico sazonakincronicopara as duas populaco®gesse sentido, discordamos que o ciclo
reprodutivo de machos e fémeas ldemuta seja asazonal, como indicado pelos autores
(BOYER; MITCHELL; MURPHY, 1989; CORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016RIPA,
1994, 2002; TURNERCARMICHAEL; SOUZA, 2008, porem concordamos que o periodo
de copula esteja concentrado em épocas de queda na temperatura e baixa precipitacdo (no
caso da Amazonia) e queda na temperatura etapitacdo (Mata Atlantica), coincidindo

com 0s meses de maio até setembro nas duas redidebservacaode fémeas em
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vitelogénese secundarii@ maio até setembomrrobora essa hipétese, uma vez que as fémeas
ficam mais receptivas a copuldurante ess fase do ciclo reprodutivdALDRIDGE;
DUVALL, 2002; BASSI; COETI; ALMEIDA-SANTOS, 2020)Resultadosobreo periodo

de atividadetambém sugerem quesse seja 0 periodo de copupis machos forarmais
encontradogm maio e junho (FA) e julho e agosto (MA)s machos de diversas espécies
exibem um pico de atividade durante épocade coOpula, que estd relacionado com
comportamentos de combate e de procura pela f§RERRIDGE; BROWN, 1995;
ALMEIDA -SANTOS et al., 2017romportamentoserificadosem estudos anteriorgara as
espécies do géneroachesis Além disso,esse mesmo periodtambém coincide com a
observacdode plug copulatérioe espermatozoidesio oviduto da fémea das duas
populacdesreforcandaa suposicdo de quss seja a época de copula

Nossos resultadapontamevidénciasnéditasde que essa espégessui estratfa de
estocagem de espermatozoidegbulos de estocagem de espermatozoides foram observados
na regidao do infundibulo posteri@m todas as épocas do ano para as fémeas das duas
populacdesAlém dissg quantidades diferentes de espermatozoides foramvalsertanto
na regido do utero aglandulananto no infundibulo posterior, indicando uma estratégia de
estocagem de longo prazdorgterm sperm storage I LTSS). A estocagem de
espermatozoides ja foi observada patdas espécies da familia Viperidae esddfamilia
Crotalinae e parece ser uma estratégia obrigatéria, uma vez que ied@etde coOpula
(outono/inverno) esta dissociado ad periodo de ovulacdo (primavgraessas espeécies
(ALMEIDA -SANTOS SALOMAO, 1997, 2002; BARROS; SUEIRO; ALMEIDA
SANTOS, 2012; SIEGEL; SEVER, 2008)ossos resultados sugerem que essa estratégia
também é obrigatdria pata mutaja que o periodo de copula e ovulacao estédo dissocmdos
indica um caréter conservativo para o grupo.

Para crotalineoss época daascimentoem periodos mais quentesumidos do ano
pode ser considerado um carater adaptaipms ness épocaé provavel queos filhotes
tenham maiores chances de sobrevivég@agas as melhores condic@imaticas e de oferta
de alimento (FITCH, 198). Além disso, o desenvolvimento embrionario neitasde
condicdes fisiologicas adequadas, tais como umidade, temperatura e trocas(§&tddas
THOMPSON, 2006)Na populacéo da Mata Atlantica, unénka prenhe foi encontrada em
setembrdfinal do inverno) e outra em marcginal do verdao)Nessa regid, asestacdes com
temperaturas mais elevadas sado tamb&nom menor indice pluviométricae viceversa
(MENDONCA; DANNI-OLIVEIRA, 2007). Talvez essa caracteristiceonfira uma certa

plasticidade na época deascimento dos filhotes nessa regi@me podeio encontrar
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temperaturas altas aumidade altalternadamentao longo de todo o anda ra Amazonia,
filhotes de L. mutaforam coletados nos meses de janeiro e feveregimcidindo com 0s
meses mais quentes e umidos do, &ama fémea prenhe fooletada em agosto (estacao
seca) Esse resultadaorroborao encontrado para a maioria dos crotalineos neotropicais,
porémse contrapde ambservadgaraBothropsatrox (SILVA et al., 201%), um crotalineo
simpétrico & surucucu néloresta Amazénic&ujo periodo de nascimento agbservado ao
longo de todo o ano, porémmais frequente durante a estacéo gagasto a outubro)

Espéciedilogeneticamente relacionadas que ocorrem em simapgabdem apresentar
diferenca@ entre os principai®ixos da composi¢cdo do nicheempo, espaco/@u alimento
(PIANKA, 1986). Em relacdo ao tempo, serpentes podmresentar variacdo sazomal
atividadede vida(ROCHA et al., 2042), em geralrelacionad com eventosreprodutivos. A
diferencana época de recrutamento dos filhoted dmutae B. atroxndo deve ser resultado
de particdo de nichoentre duas espéciapie coabitamuma vez que os filhotes dessas
espécies naacompetem pelos mesmos recurgd4ARTINS; OLIVEIRA, 199). Uma
hipétese alternativa que essa diferenca seja consequéncia dos modos reprodigfiries
dasduasespéciesB. atrox vivipara, teriamaior independéncia das condi¢cdes do meio para o
desenvolvimento embrionarienquantca oviparalL. mutadeve garanticondicdesdo meio
adequadas paradesenvolvimento dos ovd&RIFFITH et al., 2015; SHINE, 20149u seja,
alta temperatura/eu umidade Entretantgtanto a hipotese de plasticidade na Mata Atlantica
guarto a hipéteseconservativana Floresta Amazoniaaecessitandle maior investigacao.

A exposicao dos ovos de mutaa diferentes temperaturgede alterar o tempo de
incubacapporém, ndo se sabe a temperatura limite em que o desenvolven@nionario €
comprometidoEm uma temperatura de &1°C o tempo de incubacém 61 dias (BOYER
MITCHELL; MURPHY, 1989)e, mantidos a 25°( tempo foi de 74 a 79 dias (DE SOUZA,
2007). Também @o existem dados comparativos em relacdo a umidadaico estudo que
faz mencéo a essa condig@ORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016) manteve 0s odestro
de um intervalo de 788% de umidade e 280°C, e obteve um tempo de incubagdo de 75
dias.Estudos futuros devem considecatest do desenvolvimento embrionario dos ovos de
L. mutaem diferentes condi¢cbes de temperatura e umidadexparguarocorremlimitacoes
do desenvolvimento. Assim, sera possivel infegiiais limitacdes influencien emdiferencas
entre operiododerecrutamerd dosfilhotes na naturezaa regido da Floresta Amazoneada

Mata Atlantica.
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4.3 Frequéncia Reprodutiva

A frequéncia reprodutivdiz respeito ajuantidade de vezes guechos e fémeas se
reproduzenti.e.,geram prolgao longo de sua vid&videnementea frequéncia reprodutiva
observada para as fémeas raramente sera igual a observada para os machos coespecificos
uma vez que estes sdo capazes de se reproduzir continuamente uma vez que atingem a
maturidade sexualSAINT GIRONS, 1982; SHINE, 2003As serpentes sao classificadas
cComo Acapi t BONNHI ret al.d 28988, oou geja, ndo iniciam as atividades
reprodutivas at@cumularem uma quantidade energética suficiente pawptas o primeiro
episédio reprodwio, as fémeapodem demorar um, dois ou até mais anos para recuperar
investimento energéticmicial e dar inicio a um segundo episodio reprodutiBhEM,
1982). Portanto, para algumas espécies, inclusive muitos vipe(ilielEIDA -SANTOS;
ORSI, 2002; BONNET et al., 2002; SUEIRO, 2018Yyeproducéocorre em anos alternados,
onde um anoé desinado para vitelogénese, copula e parturicdo, e no adoore a
recaptacdo energéticBossivelmente, as razfes para igdggorrem de uma combinacdo de
fatoresrelacionados a disponibilidade de alimentos, reservas de gordura abdamingfo
da estagd reprodutiva e estrutura populacion®LEM, 1982; BONNET et al., 2002;
SEIGEL; FORD, 1987)

Estudos m cativeiro indicam que a durac@la estacdo reprodutiva patachesis
muta é extensa.Ripa (1994) reportou um periodo de gestacdo de 101 dias Lpara
melanocephal& L. stenophrys partir da data de cépula até a data da ovipostungperiodo
bastante similar éerificado para L. muta por alguns autoregm estudos encativeiro
(MELGAREJQ CUNHA; AGUIAR, 1999; DE SOUZA, 200EISELE, 2009 CORRALES;
GOMEZ; FLORES, 2016)Entretanto esse periodo desconsidera o término da maturacio
folicular e a estocagem de espermatozoides verificada neste trabalho e, portamioo de
gestacaqger sedeve ser menor do que o sugerido pelos autdregestacdo ndo é unico
fator influenciando a duracéo da estacdo reprodutiva para esse @sipaitores tambéem
relatam que fémeas ,emuitas vezes até omachos (DE SOUZA, 2007 TURNER
CARMICHAEL; SOUZA, 200§ guardam os ovos até a ecloséo dos filhatesportamento
corhecido como cuidado parentgllie ainda carece de investigacdo para especieNao
sabemos quanto tempo demora para os filhotes nascerem sob condi¢cdes Gaturdiase
nos mesmogstudosem cativeirg uma média de 75 dias parece razodual. alguns cass,

também foi relatado que as fémeas comecam a recusar alimestagd@dia 4 semanas apos
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a copula(EISELE, 2009; CORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016), e permanece sem se
alimentaraté que os ovos sejam retirados de seus cuidados pelos cuidadores

Portanto,considerando o periodo de gestacéo, ovipo&uraidado parental, fémeas
deL. mutapodem ficar at&ete meses sem se alimenfanda ce acordo conalguns desses
autoresentre 78,9 g L0 ovos BOYER; MITCHELL; MURPHY, 1989) e 1440 g (18 ovps
DE SOUZA, 2007de massa total da ninhas@operdidos pela fémea na ovipostuvéesmo
sob condicfes de cativeiroy seja, recebendo alimentage@uidadogeriodicamenteuma
mesma fémea se reproduziu por dois anos seguidos e depois ficou trés areosepeatszir
(CORRALES; GOMEZ; FLORES, 2016). Estes autores ainda relatam que houve uma
evidente diminuicdo no niumero de ovos em eventos reprodutivos consecutivos sendo que, na
guartaovipostura, todos 0s ovos estavam inférteis.

Considerandcessas inforracbes com o fato de que as surucucus nha natureza S&o
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 por
(MARTINS; OLIVEIRA, 1998; TURNER CARMICHAEL; SOUZA, 2008, é bastante
improvavel que a frequéncia reprodutiva de fémeas de surucucu seja anual na r&duockra.
assim,consideramos que seja improvavel que a frequéncia reprodutiva de fémeas de Lachesis
muta seja anual na natuee©s principais fatores que podem influenciar esse padrao estao
relacionados com o habito alimentar, pois o animal demoraria mais tempo até atingir
guantidade energética suficienta duracdo da estacdo reprodutiva, em espezial
comportamento de cuidagarentalque prolonga o period@m que o animal permanece sem

se alimentgre a estrutura da populacao.

4.4 Variacbednterpopulacionais

As caracteristicas reprodutivas em serpeiNestropicaissao relativamente bem
conservadas em algumas linhagens filogenéticas, como parece ser dosasotalineos
(ALMEIDA -SANTOS; SALOMAO, 2002; BARROS; ROJAS; ALMEIDSANTOS,
2014h. Entretanto,algumas diferencasia ecologia reprodutiva podem aconteegtre
egecies relacionadasu até populacdeéBELLINI; ARZAMENDIA; GIRAUDO, 2019;
PIZZATTO; JORDAO; MARQUES, 2008)Fatores ambientais e climaticos variam em
regidesdiferentes e, portanto, podemos esperar que estratégias reprodutivas de uma mesma
espécie apresentem diferengas de acordo com as areas de distribuicdo das populacdes (SHINE

2003).Uma das caracteristicas que frequentemente apresenta variacao geogrédicarho
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do corpo, o qual influencia parametros reprodutivos importam@sio a fecundidade
(FITCH, 1970, 1982; SHINE, 1993, 1994). Para a espBothiropsleucurus (BARROS;
ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2014h)foi observada uma diferenca significatem relacao
ao tamanho da ninhadaae tamanho do compnentarostracloacal de adultos que habitam
duas regides com diferentes regimes pluviométricos.
Solérzano e Cerdas (1989) estudaram duas populactBetiid®psasperda Costa
Ricaseparadas por uma cadeia montanhose populacafcosta Pacificavive sobestactes
seca e chuvosa bem definidaseutra(costa Atlanticy sobalta pluviosidade o ano inteiro
Os autores encontraram diferencas no periodo de acasalamento e de nascimento dos filhotes.
Outro estudo que remete as influéncias climéticas foi realizado com a serpente
Erythrolamprus miliaris (PIZZATTO; MARQUES, 2006), entre populacbes da Bahia,
nordestebrasileiro, e Sdo Paulo e Parana, sul e sudeste do Brasil. Os autores encontraram
diferencas no ciclo reprodutivo das duas popula¢bes, 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-awmlericanas a partir de método
comparativo. As caracteristicas reprodutivas estudadas sugerem ser eltafiggnciadas
pela ancestralidade nesse taxon, e fatores ambientais também demonstram influéncia apesar
de em menor extensdo, principalmente relacionados ao modo reprodutivo (oviparo/viviparo).
Os nossos resultados apontdiferencas em alguns eventeprodutivos para as duas
populacdes dd.achesis mutague ocupam o territério brasileir@iclo espermatogénico,
hipertrofia do SSR e época de nascimento dos filhotes. No casdalespermatogénicoos
machosda FAa espermatogénese tem inieigpicoentre novembroe abril gstacdo chuvo}a
seguido da cépula quiescenciam setembro e outubro (final da estacdo sdéa)s machos
da MA, aespermatogénesmincide com a época de cépula (outono/inveam)iescencia no
verda Machos deCrotalusdurissusde regides distiaistambém apresentaram diferencas no
ciclo espermatogénicdBARROS; SUEIRO; ALMEIDASANTOS 2013). As autoras
relacionaram tais diferencas a plasticidade fenotipica da espécie em resgidstangas
climaticas. No caso das suoucus,as duas regifes apresentasgimes pluviométricos
alternadoscheiasde novembro a abril na FA, e de abril a setembro na $&hdo assima
diferenca no ciclo espermatogénico entre machod..dmuta da populacdo da Floresta
Amazobnica e da Mata Atléina pode ser um caso de plasticidade fenotipioaresposta a

condi¢cdesambientais distintas (STEARNS, 1976), no caso o regime pluviométrico.
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Para ahipertrofia do SSR os rossos resultados indicam queachos da MA
apresentam hipertrof@do SSR n@utono e inverno (abril até setembrehquard nos machos
da FA a hipertrofia do SSR coincide com a estacdo chuvosa (novembro d&abainbas as
populacdes, o ciclalo SSR acompanha o ciclo espermatogéricdretanto,uma analise
histoquimicdlo SSR é necessaria paraa melhor descricdo do ciclo de hipertrofia do SSR
para os machos de mutapara que essas diferencas sejam confirmadas.

O periodo de nascimentios filhotes dgopulacdo da FA parece ser conservado em
relacdoaoscrotalineos neotropicais, coincidindo c@répoca mais quente e umida do ano.
Entretanto, a populacdo da MA indicarta plasticidade para esse carater, uma vez que
fémeas prenhes e filhotes foram olados em mais de uma estag&o do ano.

As duas populacdes dechesis mutdambém demonstraram algumas caracteristicas
conservativas época de vitelogénese, periodo da cqpelstratégia de estocagem de
espermatozoideso oviduto e estocagem de espermatbz®ino ducto deferentBlo caso da
vitelogénesegfémeas das duas populacdes apresentataingénesecorrendo nos mesmos
mesessob infltncia de condi¢cdes climaticas distintésicio no final do outontinicio da
estacdo seceomtérmino na primaverinal da estacdo seoeoincidindo com a fertilizacao.
Estocagem de espermatozoides foi observada no infundibulo posterior e UMT em fémeas da
FA e MA ao longo desse mesmo peripdudicando quea estratégia déong-term sperm
storage(SCHUETT, 1992) pode ser obrigatéria para essa esygzsa. € uma caracteristica
conservada para os crotalineos neotropieaifperideos de regides temperadad€SHKUETT,

1992; ALDRIDGE; DUVALL, 2002; ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002) Nossos
dados contribuenpara a hipétese de que a inércia filogenética seja atuante sobre o ciclo
reprodutivo de fémeas do grupo Viperidg&® DRIDGE; DUVALL, 2002; ALMEIDA -
SANTOS; SALOMAO, 2002; BARRS; SUEIRO; ALMEIDASANTOS, 2012

Para apoca de @pula os rossos resultadosdicam, a partir dos dados de periodo de
atividadedos machagsestocagem de espermatozoidesovidutoe periodo de vitelogénese,
que a época de coOpula coincide nas duas populagéesbril a agostfoutono e inverna
MA, inicio da estacdo setaFA). Esses dados se contrapdem ao encontrado por Solérzano e
Cerdas (1989) parBothropsasper,onde foi verificado épocas de cOpula distintas para as
duas populacgdes.

Machos das duas populacdes fazesto@gem no ducto deferentdpesar da
espermatogénese terrapentado um carater sazonal para as duas populachiesem do
ducto deferente esteve repleto de espermatozoides ao longo de todo o ano, com excec¢ao de

alguns machos da FA que apresentaram ducto com quantidade reduzida de espermatozoides
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em alguns meses, mas nunca vaZgsa caracteristica pode indicar que machos dessa espécie
sdo capazes de se reproduzir ao longo de todo oEarmeetanto, estudos futuros devem
considerar avaliar a viabilidade e qualidade do esperma em diferentesdipaoas

Em suma, tanto a plasticidade fenotipica goaninércia filogenética parecemoldar
caracteristicas dhiologia reprodutiva as duas populacdes dlechesis mutao longo do
Norte e doNordeste brasileiroe cefinir os limites de cada uma dessaffuéncias pode ser
uma tarefa dificil Pesquisas futuras devem considerar incluir um maior nUmero amostral de
machos e fémeas, investigagcbes em campo para sanar as duvidas sobre periodo de copula ¢
comportamentos reprodutivos, andlises histoquimicasSi @&ra quantificar a variacdo da
atividade secretoéria desse 6rgéo ao longo do ano, avaliacdo seminal e estudo da variacao dos
horménios sexuais ao longo do ano.

A populacédo da Floresta Amazénica parece apresestatégias reprodutivas mais
conservadagm relacdo aos demais crotalineos neotropicais do que a populacdo da Mata
Atlantica.

5 CONCLUSAO

Estratégias reprodutivatsduas populacdes dexchesis mutgue ocorrem no Brasil
apresenta tanto caracteristicas conservadas em relacdo aos demais crotalineos neotropicais
(periodo de vitelogénese, periodo de copestocagem de espermatozoides no oviduto e no
ducto deferenfequario plasticidade fenotipica (ciclo espermatogénico, ciclo do, €pBca
de nascimento dos filhotes). Tal plasticidade pode ser resultadespestas imediatas a
diferencas climéaticas.

A populagcdo da Floresta Amazonicapresentaestratégias aprodutias mais
conservadsdo que a populacdo da Mata Atlantica.

O ciclo reprodutivo de machos e fémead.denutaé sazonal para as duas populagdes,
ao contrario do que foi sugerido pelos autores que estudaraproducdo desse animal em
cativeiro.

Fémeas dé.. mutaprovavelmente ndo se reproduzem anualmergeram poucos
filhotes por estacdo reprodutivAlém disso, surucucus sao espécies especialestds
crescimento lentoque demoram para atingir a maturidade sexlais caracteristicas séo
preocupantes para a conservacao dessa espécie na n&eneleassingsforcogparaa total

compreensao da biologia reprodutiva dessa espéagdes de educacdo ambieotah vista
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na conservagaalevem ser prioritarias, uma vez gesse 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 morfoldgicos do oviduto de
Lachesis mut§Serpentes: Viperidae).

AEmbora raramente vi ¢
grande obra inspirou mais de cinquenta hom
populares na América Latina.Alguns brasileirt
dizem que a Surucucu apaga incéndios, oul
dizem que sugam o leite de vacas e mulhe
adormecidas. A imagem dessa serpente
relatos de viajantes € envolta por fangess Até
pouco tempo, poucos herpetolélogos havi
encontrado com a surucucu de fato, e sabiar
pouco mais do que Ditmars havia relatado: el
sédo enormes, sdo raras, supostamente feroz
pdem ovos, um habito Unico entre as viboras
Novo Mundo. 0O

Greene 1997 Snakes: the Evolution of mistel
in nature.

Lachesis mutaFoto: Kazudkoba, 1967.
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1 INTRODUCAO

A grande complexidade e diversidade dos 6rgaos reprodutivos de Squamata instigam a
busca por possiveis funcdes morfolégicas dessas estruturas, as quais podsm ser
responsaveis pela garantia do sucesso reprodutivo das eq@&eiNG, 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 discutid@g®OJAS; BARROS; ALMEIDASANTOS, 2019)Atualmente,

o oviduto das serpentes é dividido em infundibulo anterior e posterior, Gtero glandular, Utero
aglandular e vagin(BLACKBURN, 1998; ROJAS; BARROS; ALMEIDASANTOS, 2015;
SEVER; HAMLETT, 2002; SIEGEL; SEVER, 200&IEGEL et al., 20L1SILVA et al.,
2019a).

Devido ao fato dexistiremdois modos reprodutivos distintesn Squamataoviparo e
viviparo, observarrse \ariagdesna morfologia e funcdo do ovidutentrediferentes espécies
que estdo relacionadasformacédo da casca do oya,que as estruturas responsaveis pela
producdo da casca ocorrem em quantidades diferemes 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. Su
funcdo é associada a producado da casca do ovo e, ao longo do ciclo reprodutivo, é possivel
observar mudancas moréstruturais nessa regido, como aumento da altura e da atividade
secretdria do tecido epiteliglGIRLING, 2002; PERKINS; PALMER, 1996; ROJAS;
BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 2015; BRAZ et al., 2018)

Outro aspecto intrigante a respeito do ovidigoSquamata a observacao recorrente
da capacidade de estocagem de espermato@ddeT; FAZELI, 2016) Nas serpentes
estocagenpode ocorrer em duas regides: no infundibulo posterior, em regibes especializadas
chamadas de receptaculos seminais; e no utero aglandular, onde o esperma é alojado em
criptas ou glandula6ALMEIDA -SANTOS et al., 2017; ALMEIDASANTOS; SALOMAO,

1997; BARROS; ROJAS; ALMEIB-SANTOS, 2014a; BARROS; SUEIRO; ALMEIDA
SANTOS, 2012; FOX, 1956; LUDWIG; RAHN, 1943ksta estratégia ocorre quando o
periodo de copula é dissociado do periodo de ovulacdo nas fémeas e, assim, a estocagem
garantiria o episédio da fertilizagdo (SHUETI992). S&o descritas duas estratégias de
estocagem de espermatozoides para serpestiestterm storage ou estocagem de curto

prazo, quando os espermatozoides sdo estocados em regifes do infundibulo posterior até a
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ovulacdo; odongterm storage ou estaagem de longa duracdo, quando o espermatozoide é
estocado primeiro no Utero aglandular e depois, proximo a época de ovulacdo, ascende até a
regido do infundibuldALMEIDA -SANTOS; SALOMAO, 1997; HALPERT; GARSTKA,;
CREWS, 1982SCHUETT, 1992; SIEGEL et al., 2011).

Para que seja possivel o fenbmeno da estocagem de espermatozoide, o oviduto dev
apresentar estruturas fisicas e/ou mecanismos quimicos que garantam a sobrevivéncia dos
espermatozoides durante o periodo necess@X, 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 comunicacdo e movimentagcdo entre o limen e o0s receptaculos dé€-SERIZN
SEIGEL, 2011; FOX, 1956)Ja no utero aglandular, em especial para a familia Viperidae, a
estocagem ocorre por meio da formacadJMT (Uterine Muscular Twisting(ALMEIDA -
SANTOS SALOMAO, 2002) A UMT consiste em uma alteracdo morfoldgica na camada
muscular circular e na mucogae, quando contraidas, assumem um padrao egyloi|Z-
DA-SILVA et al., 2018) Os espermatozoides, entdo, ficam retidos nas dobras que séo
formadas pela espiralALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002; ALMEIDASANTOS;
SALOMAO, 1997; BARROS; ROJAS; ALMEIDASANTOS, 2014a; BARROS; SUEIRO;
ALMEIDA -SANTOS, 2012)

Tanto a estocagem quanto a preserddMT, é observada frequentemente na familia
Viperidae e € descatpara muitas spécies do génerBothropse Crotalus (ALMEIDA -
SANTOS; SALOMAO, 2002; ALMBDA-SANTOS et al., 2017; ALMEIDASANTOS;
SALOMAO, 1997; BARROS; ROJAS; ALMEIDASANTOS, 2014a; BARROS; SUEIRO;
ALMEIDA -SANTOS, 2012; SILVA et al., 2019bPara a espécleachesis mutgsurucucu),

e inclusive para o génet@achesiscomo um todpndo exist nenhum relato na literatura que
comprove ou ndo a formacdo do UMT na regido da juncao-udgioal, assim como a
ocorréncia ou nao de estocagem de espermatozoide em alguma regiao do oviduto.

A espécieLachesis mutagonhecida popularmente como SurucoECUSUruCucCtpico-
dejaca, € o maior viperideo do continente americasoaedistribuica@ restrita as florestas
tropicais e umidas da América do Sul: os biomas da Floresta Amazodnica e da Mata Atlantica
brasileira(VIAL; JIMENEZ-PORRAS, 1967; CAMPBELL; LAMAR, 2004)E um grupo
extremamente interessante e filogeneticamente compl@xBNWICK; GREENE;
PARKINSON, 2012) que apresenta a oviparidade como modo reprodutivo, ao contrario dos
demais crotalineos neotropicail(AMARAL, 1925; CAMPBELL; LAMAR, 2004).

Informacdes sobre a biologia reprodutiva desta espécie estao restritas a acompanhamentos err
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cativeiro, sem analise histolégica e anatdmica do trato reprodutivo dos animais (RIPA, 1999,
2004; MELGAREJCet al, 1999; DE SOUZA, 2007CORRALES, 2016)0O unico trabalho
realizado com avaliacio histologi¢ALVES; ARGOLO; CARVALHO, 2014)ndo foi
conclusivo para a estratégia de estocagem de espermatqruglesio avaliou o infundibulo
posteriorou a regido da UMT. Além disso, estebabno apresenta equivocos em relagdo ao
ciclo reprodutivo feminino, como classificagcdo errGnea entre fémeas prenhes e em
vitelogénese secundaria (Eletra de Souza, obs. pespieimpossibilitaa interpretacédo dos
resutados.

Sendo assim, aspectos dé@sira e morfologia do oviduto da surucucu permanecem
sem esclarecimento e levantam questdes acerca da existéncia ou ndo da estocagem de
espermatozoides. O presente traba#tve como objetivinvestigara estrutura e a morfologia
do ovidutodas fémeas déachesis mutaao longodas etapas de vitelogénese primaria e
secundaria do ciclo reprodutiva fim deconfirmar a hipotese de que essa espamiesenta
estratégiade estocagem de espermatozoides, assim como a presehigaride Muscular
Twisting (UMT) na regido da juncdo utewaginal. Com nossos resultados, buscamos
contribuir nadeteccdo €@ um padrdo nas estratégias reprodutivasfé@ineas ddamilia

Viperidae.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Os animais

Foram examinado47 exemplares de fémeas Hachesis mutala regido da Floresta
Amazoénicabrasileira(FA) e da Mata AtlanticdMA), dos Btados de PernambudBahia,
Alagoas, Minas Gerais, Espirito Santo, Mato Grosso, Para, Roraima, Rondonia, Acre e
Amazonas. Os individuosialisados eram procedentes das seguintes cole¢des herpetoldgicas
e instituicbes: Colecédo Herpetoldgica Alphonse Hoge do Instituto ButantaSBBMuseu
de Zoologia da Universidade de Séao Paulo (MZU3W)seu Paraense Emilio Goeldi
(MPEG)e Museu de Zoolgia da Universidade Estadual de Santa Cruz (MZUESC)

Do total de individuos avaliado27 fémeasestavam envitelogéneserimaria, V1,
(foliculos < 15 mm) 12 em vitelogénese secundané&, e trés fémeas prenhes. Néao foi

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

Para todos os espécimémam coletados a@womprimento rostra@loacal (CRC),0
diametro do maior foliculo ovariano (paquimetro digital 0,1 mnvjsealmenteregistradaa
presenca ou auséncia dterine Muscular TwistindUMT). As fémeas foram consideradas
mauras quando apresentavam foliculos em vitelogénese secupdifianm) oua presenca
de ovos no oviduto, ou Utero escuro, alargado e com presenca de dolpela, presenca do
UMT, ou a partir da observacao de espermatozoides no oviduto em analise histologica.

Para verificar a ocorréncia de estocagem de espermatozoidevagacdo das
estruturas morfolégicas do oviduto ao longo das diferentes fases do ciclo reprodutivo,
fragmentos de tecido histolégico foram coletados de 2 fémeas pr2@Hémeas em V1 e 12
fémeas em V2. As amostras coletadas correspondem a aproximaddeme do
infundibulo posterigr do Utero aglandulardo Gtero glandular eda vagina Todos os
fragmentos histologicos foram mantidos em etanol #iéoseremsubmetidos a protocolo

padréo de inclusdo em parafina.

2.3 Microscopia de luz

As amostras foram processadas em protocolo padréo de inclusdo em parafina: série
crescente de desidratagcdo em etanol 70%, 80%, 90% e 100%, seguido de diafanizacdo em
Xilol fracionado e Xilol puroApés, foram submersos em parafina na esau&C durante
24 horas e depois impregnados definitivamente com parafina e cera de abelha em proporcéo
1:1. Os cortes foram feitos em micr6tomo na espessurajae. A coloracdo histoldgica
padrdo utilizada foi hematoxilina e eos{d&NQUEIRA; CARNEIRO, 2008)

Para detertinar possiveis variagdes na atividade secretoria do oviduto dasfases
do ciclo reprodutivo, as amostras também foram submetidas as seguintes reacoes
histoquimicas: acido periédico de Schiff (PAS) para identificacdo de carboidratos neutros,
alcian bue (AB) pH 2.5 para identificacdo de glicosaminoglicanos carboxilados, e
bromofenol blue (BB) para idéficacado de proteinas.

Fotografias foram feitas niglicroscopio Olympus BX 51, acoplado a camera digital
Olympus DP730 laboratério de Biologia Celuldo 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. Entéo, os tecidos foram secos pelo método dc
ponto critico usando dioxido de carbono como fluido de transicdo. Apds, o méderial
montado em stubs usando fita adesiva dupla face e borrifados condewwordo 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 Sao Paulo.

2.5 Analise de dados

Para verificar a variagcdo nas estruturas histod@gcatividade secret6riao longo do
ciclo reprodutivo, foram tiradas medidascroscépicas em 15 fémeas em V1 e 11 fémeas em
V2. As medidadeitas foram:alturado epitélio do infundibulo postericalturado epitélio da
vagina, alturado epitélio do utero glandular e diametrasdglandulas mucosas do utero
glandular.Para cada estrutura, cada medida foi replicada cinco vezes a fim de obter.a média
As medicoegoram feitas utilizando software de imagem cellSemsn aumento 20x.

Os dadogoram analisados de acordo com Zar (1999), utilizeselteste paramétrico
ou o equivalente ndo paramétrico dependendo da normalidade e homogeneidade das amostras
As diferencas foram consideradas significativas quando p < P&%. o comprimento do
epittlio do infundibulo posterior, utilizamos o teste de Mann Whitney Wilcox, e para o
restantefoi utilizado o teste t de StuderA variavel dependente foi o ciclo reprodutivo, ou

seja, V1 ou V20s testeestatisticos foram feitos no software R.

3 RESULTADOS

3.1 Uterine Muscular Twisting (UMT)

Pela primeira vez foi observado a formacéo da contragdo muscular uterina na regiao
do utero aglandulam UMT, para o grupd.achesis A UMT foi observad em 15 fémeas
avaliadas, sendo uma prenlsejs em vitelogénese secundai¥?), seteem vitelogénese

primaria (V1), e duas em estagio indeterminad¢Tabela 2.1) Foram encontrads
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espermatozoides estocadws UMT de uma fémea prenhe e daasfémea em V2, e no

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

Tabela2.1 1 Espécimeexaminados deéachesis muta(T/C = nimero de tombo/ cole¢AGRC = comprimento
rostrocloacal E. R. = estagio reprodutivd P = prenhe, V1= vitelogéneseprimaria, V2 = vitelogénese
secundaripUMT = uterine muscular twisting, siiin presente, ndd ausente; Regide habitat,FA i Amazonia,
MA T Mata Atlanticg Sptz= presenca despermatozoide UMT: uterine muscular twisting; IP: infundibulo

posterio).
T/C CRC Més E.R. UMT RegiadsSptz
(mm)

45997/IBU 1830 Agosto P Sim FA UMT
8697/IBU 1420 Julho V1 Sim MA
1154/IBU 1600 Fevereiro Vi N&o MA
9308/IBU 1620 Junho V1 Nao MA
9320/IBU 1960 Junho V1 Nao MA
17957/IBU 1630 Novembro V1 N&o MA
55361/IBU 1780 Novembro V1 Nao FA
11282/MZUSP 1730 Abril V1 Nao FA
9415/MZUSP 1800 Janeiro V1 Nao FA
9416/MZUSP 1930 Fevereiro V1 N&o FA
9261/MZUSP 1790 Setembro V2 Sim FA
4261/MZUSP 1650 Fevereiro V1 Sim FA
11188/MZUSP 1840 Outubro V1 Nao FA
11184/MZUSP 2005 Fevereiro V1 Sim FA
19666/MZUSP 1500 Setembro V1 Nao 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 Nao FA
20710/MPEG 2030 Julho V2 Nao FA
21683/MPEG 1680 Abril V1 Nao FA

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

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

Fonte: SOUZA, E. 2020

3.1.1Aspecto morfolégico dUMT

Macroscopicamenteg UMT consiste em uma modificacdo de formato espiralado na
regido imediatamente anterior a vagiRagura2.1 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 visualizggagura2.2 A, B e C)
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Figura2.17 Aspecto geal daUMT de Lachesis mutave = vagira esquerda; Vd = vagina direita; setas apontam

a regido do Utero aglandular onde esta formado o fendmeno do UMT.

Fonte: SOUZA, E. 2020

Figura2.21 Tipos morfolégicos do UMT encontrados em fémeas diferentesadesis mutaA), B) e C) Além
do formato em espiral, a regido tambéno r ma u +n a § zD¢ Bauneato em espiraWag= vagina; setas
apontam a regido do Utero aglandular onde esté formado o fenémeno do UMT.

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

Histologicamente, a regido do Utero aglandolade € 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).

Figura2.31 Microscopia Eletronica de Varreduda regido do Utero agidular onde é formada UMT em
Lachesis mutaAumento 300 um. A) Corte longitudinal. B) Corte transversahjenda: a=mucosd=tecdo

muscular circular; c=tecido muscular longitudinal; d=serbsfimen

o

Mok

Fonte: LOBO, L. M. (2019)
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Figura 2.47 Regido do Utero aglandular onde é formado a UMT lexohesis muta Corte transversal.

Hematoxilina e Eosina. Aumento 4x. Legenda=mucosa; b=tecido muscular circular; c=tecido muscular

longitudinal; d=serosa; L=Iumen.

Fonte: SOUZA, E. 2020

A mucosa que reveste toda a regido do UNHracterizese por um epitélio
pseudoestratificagoformado por células colunares ciliadas e -néiadas e pelo tecido

conjuntivo densd@Figura 2.5).
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Figura 2.57 Regido do utero aglandular onde é formad®MT em Lachesis mutaCorte longitudinal.

Hematoxilina e Eosina. Aument0x. Legenda: a=epitélio pseudoestratificado colunar; b=tecido conjuntivo

denso; L=limen=»=célulasniociliadas; asteriscos(*)=cilio®» =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
géneroLachesisForam encontrados espermatozoidescamo fémeas avaliadasima estava
prenhe, uma em V1 ®ésem V2 (Tabela2.2). Duas observacdes foram feitas na regido do

infundibulo posterior (IP) #ésna regidao do UMT.
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Tabela2.2 - Espécimes deachesis mutg@om estocagem de espermatozoidd$CEnumero de tombo/ colecéo;
CRC=comprimento rostroloacal; E. R.=estagio reprodutivio prenhe, V1i vitelogénese primaria, V2
vitelogénese secundaria; UMT=uterine muscular twisting,ispresente, nad ausente; Regiadhabitat,FA |
Amazénia,MA T MataAtlanticaSptz=presenca despermatozoides, UMT uterine muscular twisting, 1P
infundibulo posteriox

CRC .
T/C Més E. R. UMT Regido Sptz
(mm)
45997/IBU 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 Nao FA IP
9313/MZUESC 1565 Setembro V2 Nao MA UMT

Fonte: SOUZA, E. 2020

O IP apresenta inumeras invaginacdes ciliadastibulos de estocagem de
espermatozoideéSSTs)constituidos de epitéliouboidesimples ciliado envolto por tecido
conjuntivo densFigura 2.6). Apesar deinimerosSSTsterem sido observados na regido
nenhuma fémeapresentou espermatozoides estoca@ssas estruturas quando presente,

estavam no lumen do érgéeigura2.7 A, B, C e D.
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Figura 2.6 i Corte longitudinal da regido do infundibulo posterior. Hematoxilina e eosina. Aumento 40x.
Legenda: a=epitéli@uboidesimples ciliado; b=tecido conjuntivo denso; L=lumen; asteriscos(({B)sos de

estocagem de espermatozoidasgios; setas{—» )=cilios.

= — = - —TITTS
— e LA
o AN ST

Fonte: SOUZA, E. 2020
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Figura 2.7 i Estocagem de espermatozoides no infundibulo posteridradeesis mutaCorte longitudinal.
Hematoxilina e Eosina. Legendsetag —) =espermatozoidesgisteriscos(*)=invaginacdes ciliadas e®8Ts
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 quantidadeeduzidade esperntazoidesfoi encontrada em uma fémea
prenhe (Figur&2.8 A e B) eem uma fémea em V2 avancada (Figura 2.8 E e F), cujo maior
foliculo tinha otamanho d&9,91 mm Grande quantidade de espermatozoides foi encontrada
emumafémea em V2 (Figurd.8 C e D), cup maior foliculotinha otamanho de 38,59 mm.
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Figura 2.8 i Estocagem de espermatozoide no UMT Ldehesis mutaCorte longitudinal. Hematoxilina e
eosinalegendasetas ) =espermatozoides; L=limeQuadrados regides em maicaumentoA) Fémea
prenhe (10x). B) Maior aumento de A (100x). C) Fémea em V2 (4x). D) Maior aumento de CE4B&mea
em V2 (10x). F) Maior aumento de E (40x).

L

Fonte: SOUZA, E. 2020

3.3 Alteracdes secretériaso oviduto ao longo do ciclo reprodutivo

3.3.1 Infundibulo posterior

Observamogyue o epitélio do infundibulo posteriaumenta consideravelmente de
tamanhmas fémeas em V2, quando comparado corérasds em V. E possivel visualizay
aumento do epitélio e segdesque preenchem o limen do org&agura2.9). Os resultados
estatisticos do teste ndo paramétrico Mann Whitney Wilcox sugerem diferenca
significativanas médiagda alturado epitélio desse 6rgamtre osdois periodos reprodutivos
(W= 36, p = 0,02463Figura2.10. O valor médio paras fémeas em V1 faie 12,141um e
para as fémeas em V2 e 20,645um.



