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RESUMO

COETI, R. Z. Biologia reprodutiva da cobra coral verdadeira Micrurus
lemniscatus (Linnaeus, 1758) (SQUAMATA: ELAPIDAE). [Reproductive biology of
the coral snake Micrurus lemniscatus (Linnaeus, 1758) (SQUAMATA: ELAPIDAE)].
2016. 98 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Recentes estudos do género Micrurus, o qual € popularmente conhecido como o das
“cobras-corais verdadeiras”, dividem este taxon em dois grupos morfologicamente
distintos, o grupo das cobras corais com anéis negros em monades (BRM) e o grupo
das cobras corais com anéis negros em triades (BRT) e, com base na morfologia
macroscopica, supfe-se que esses grupos possuam estratégias reprodutivas
diferenciadas. Assim, este estudo analisa e descreve a biologia reprodutiva de
machos e fémeas da espécie de serpente de triades Micrurus lemniscatus de
algumas regides do Brasil. Micrurus lemniscatus € um complexo, com evidéncias
polifiléticas, sendo composto por quatro subespécies: Micrurus |. carvalhoi, Micrurus
l. helleri, Micrurus |. diutius e M. |. lemniscatus que habitam Mata atlantica, Cerrado e
Floresta Amazonica brasileiros. Para isto foram utilizados animais preservados em
colecBes herpetoldgicas, dos quais obteveram-se dados biométricos e meristicos.
Além disso, estes espécimes foram dissecados e suas gbnadas medidas e
coletadas para andlises morfoldégicas e histolégicas. Outras caracteristicas,
relacionadas a biologia reprodutiva, como presenca de dimorfismo sexual,
morfologia macro e microscopica, diferenciacdo das gbnadas durante as estacdes e
estocagem de espermatozoides também foram estudadas. O ciclo reprodutivo de
Micrurus lemniscatus carvalhoi da Mata Atlantica e Cerrado foi estudado
separadamente do ciclo reprodutivo de Micrurus lemniscatus lemniscatus da
Amazbnia e a comparacao entre eles evidencia diferencas consideraveis, assim, é
provavel que o habitat esteja influenciando o ciclo dessas subespécies, o que pode

gerar uma barreira reprodutiva e futura especiacao entre elas.

Palavras-chave: Elapidae. Micrurus. Reproducéo. Estocagem de esperma.



ABSTRACT

COETI, R. Z. Reproductive biology of the coral snake Micrurus lemniscatus
(Linnaeus, 1758) (SQUAMATA: ELAPIDAE). [Biologia reprodutiva da cobra coral
verdadeira Micrurus lemniscatus (Linnaeus, 1758) (SQUAMATA: ELAPIDAE)]. 2016.
98 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Séao Paulo, Sado Paulo, 2016.

Recent studies about the genus Micrurus, popularly known as “true coral snakes”,
divide this taxon in two morphologically distinct groups: the group which has black
rings arranged in monads (BRM) and the group which has black rings in triads (BRT)
and, based on macroscopic morphology, it is assumed that these groups have
different reproductive strategies. Therefore, this research analyzes and describes
male and female Micrurus lemniscatus reproductive biology of some regions in Brazil.
M. lemniscatus is a species complex with polyphyletic evidence, consisting of four
subspecies: Micrurus |. carvalhoi, Micrurus I. helleri, Micrurus I. diutius and M. I.
lemniscatus, which inhabit the Atlantic rainforest, Cerrado and Amazon rainforest.
For such, animals of herpetological collections were used to obtain biometric and
meristic data. In addition, these specimens were dissected and their gonads
measured and collected for morphological and histological analyzes. Other features
related to reproductive biology were examined, such as the presence of sexual
dimorphism, macroscopic and microscopic morphology, gonadal differentiation
during the seasons, and sperm storage. The reproductive cycle of Micrurus
lemniscatus carvalhoi from Atlantic forest and Cerrado was studied separately from
the reproductive cycle of Micrurus lemniscatus lemniscatus from the Amazon forest
and the comparison between them shows considerably differences, so it is likely that
the habitat is influencing the cycle of these subspecies, which can generate a

reproductive barrier and future speciation between them.

Keywords: Elapidae. Micrurus. Reproduction. Sperm storage.
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1 INTRODUCAO GERAL

Nenhum organismo individual é imortal, logo a viabilidade de qualquer
populacdo biolégica depende intimamente de seu sucesso reprodutivo (SHINE;
BONNET, 2009).

Dentre todos os seres vivos, as serpentes sdo exemplos de animais
surpreendentemente diversos no tempo, frequéncia e magnitude de seus esforcos
reprodutivos (GREENE, 1997), o que faz de cada populagcdo Unica, ndo sendo
possivel padronizar nenhuma informacédo a todas as espécies (SHINE; BONNET,
2009)

Os elapideos sdo uma familia de serpentes muito distinta, com espécies
distribuindo-se desde o Sudeste e Sudoeste dos Estados Unidos, incluindo o
México, até a América Central e do Sul, com muitas espécies também distribuidas
pelo continente asiatico, africano e na Austrdlia (CAMPBELL; LAMAR, 2004).
Elapidae faz parte das cobras modernas superiores, Caenophidia, mas
desenvolveram caracteristicas Unicas como as presas proteroglifas condutoras de
veneno, caniculadas no maxilar frontal, e um musculo adutor dividido em porcao
ventral e dorsal que circula a glandula de veneno e é o Unico musculo encarregado
da compresséao desta (ROZE, 1996).

Os representantes da Familia Elapidae, encontrados nas Américas (Novo
Mundo), sdo popularmente conhecidos como “cobras-corais verdadeiras” e sua
coloragcdo coral corresponde a uma composicdo de anéis, bandas ou manchas
alternadas, podendo ser negras (ou marrom escuras), vermelhas e brancas ou
amarelas (FRANCA, 2008). As cobras corais americanas sdo oviparas, seu periodo
de incubacdo varia dependendo da localidade. Os ovos sdo alongados e
semicilindricos e ndo ha relatos sobre cuidado parental (ROZE, 1996).

Vérias divisbes em géneros foram sugeridas ao longo dos anos para
Elapidae do Novo Mundo e cerca de 123 espécies e subespécies sdo conhecidas
(SILVA JR.; SITES, 2001; PIRES et al.,, 2014), podendo ser divididas em trés
géneros: Micrurus, Leptomicrurus e Micruroides (SLOWINSKI, 1995).

As serpentes do género Micrurus apresentam caracteristicas como olhos
pequenos e cauda curta, que permitem reconhece-las como subterraneas ou

fossorias, cacando e abrigando-se geralmente sob a superficie, dentro da terra ou
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sob a serapilheira (MARQUES,; SAZIMA, 2004) o que dificulta seu estudo e
visualizagdo no ambiente (ROZE, 1996).

Estudos de corais em cativeiro também sao raros, pois sdo serpentes
fisiologicamente sensiveis, de dificil alimentacdo por ndo aceitarem mamiferos ou
roedores como alimento e, portanto, de dificil manutencéo (OLIVEIRA et al., 2005).
Por conta disto os dados mais precisos sobre sua histéria natural e reproducéo tem
sido obtidos mais facilmente pelo estudo de espécimes fixadas e tombadas em
colecBes zoologicas (MARQUES, 1992).

O género Micrurus, segundo Slowinski (1995), estaria dividido em grandes
clados. Um dos grupos integrantes seria formado pelas espécies sul-americanas que
possuem coloracdo em triades, a exemplo de M. frontalis, M. ibiboboca e M.
lemniscatus. Este grupo teria como caracteristica monofilética um hemipénis
levemente bilobado e comparativamente curto. Ainda em seu estudo, Slowinski
(1995) também sugere um outro clado, tendo como caracteres monofiléticos
coloracdo em moénade e tamanho caudal geralmente maior que 10% do tamanho
total do animal. Neste grupo estariam espécies como M. coralinnus, M. fulvius e M.
nigrocinctus. Estudos posteriores como os de Serafim, Peccinini-Seale e Batistic
(2007); Marques, Pizzato e Almeida-Santos (2013) e Pires et al. (2014) utilizam das
siglas BRT (“black ring triads”) e BRM (“black ring monads”) para referir-se,
respectivamente, a estes clados.

A linhagem das serpentes corais (BRT e BRM) pode estar ligada a
estratégias reprodutivas diferentes. Segundo Marques, Pizzato e Almeida-Santos
(2013), as serpentes pertencentes a linhagem de triades (BRT) tendem a um
dimorfismo sexual, onde os machos sdo geralmente maiores que as fémeas. Além
disso, o indice SSD (indice de dimorfismo sexual) negativo encontrado sugere a
possibilidade de haver comportamento de combate nesta linhagem, observado por
Almeida-Santos, Schidmit e Balestrin (1998) em M. frontalis altirostris.

Micrurus lemniscatus (Linnaeus, 1758) é uma serpente que apresenta o
padréo de coloragdo em triades (BRT), ou seja, com trés anéis negros, intercalados
por dois anéis brancos e dois anéis vermelhos mais externos. O focinho é preto
seguido por uma banda branca, uma banda preta que cobre a escama frontal e
finalmente uma banda vermelha parietal que cobre varias dorsais. E considerada

uma espécie de grande porte com a maioria dos adultos medindo entre 500 e 900
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mm e 0 maior espécime ja estudado medindo 1390 mm. (ROZE, 1996; CAMPBELL;
LAMAR, 2004).

A espécie em estudo possui ampla distribuicdo e estad presente na maior
parte da América Latina, a citar: Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, Guiana, Guiana
Francesa, Suriname, Peru, Argentina e Venezuela. No Brasil, ocorre em todos os
ecossistemas, com excecdo do Pantanal (PIRES, 2011).

Segundo Silva Jr. e Sites (2001), M. lemniscatus deve ser considerado um
complexo, com evidéncias polifiléticas. Sua ampla distribuicdo pela América Latina
dificulta a interpretac@o de suas vertentes, demonstrando que ainda ha necessidade
de uma revisdo dos taxons que compdem o grupo. Campbell e Lamar (2004)
consideram existentes 4 subespécies no complexo Micrurus lemniscatus, a citar:
Micrurus |. carvalhoi, Micrurus I. helleri, Micrurus I. diutius e M. |. lemniscatus.

O estudo de aspectos reprodutivos de Micrurus lemniscatus de regides
brasileiras, por meio de andlises histoldgicas e morfolégicas das gbnadas e vias
genitais pode elucidar os processos vitelogénicos e espermatogénicos do ciclo de
cada subespécie. Além disso, estes dados reprodutivos podem também ajudar na
obtencdo de maiores informacfes sobre a caracterizacdo climética, distribuicdo
geografica, taxonomia e sistematica da espécie em estudo (ALMEIDA-SANTOS;
PIZZATTO; MARQUES, 2006).
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CAPITULO 1: Biologia Reprodutiva
de Micrurus lemniscatus da Mata
Atlantica e Cerrado
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2 BIOLOGIA REPRODUTIVA DE MICRURUS LEMNISCATUS DA MATA
ATLANTICA E CERRADO

2.1 INTRODUCAO

Estudos reprodutivos em serpentes na América do Sul sdo encorajados pela
grande diversidade de espécies existentes, algumas ameacadas de extincao
(ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 2013; SILVA; SUEIRO; GALASSI et al.,
2014; SILVA; ZOGNO; CAMILLO et al., 2015; BRAZ; SCARTOZZONI; ALMEIDA-
SANTOS, 2016), entretanto poucos deles foram destinados as Micrurus brasileiras
(PIZZATO; MARQUES; ALMEIDA-SANTOS, 2013).

Alguns parametros sdo comumente considerados em estudos reprodutivos de
serpentes: para as fémeas considera-se a vitelogénese, processo onde os foliculos
passam por transformacfes e deposicdo de vitelo, ocorrendo da vitelogénese
primaria (quiescéncia folicular) até a secundéria (fase ativa e depdésito de vitelo nos
foliculos) (ALDRIDGE, 1979). Para os machos, deve-se considerar o aumento do
comprimento/massa que ocorre nos testiculos durante a espermatogénese
(SCHUETT et al., 2002; KROHMER; MARTINEZ; MASON, 2004) e a presenca ou
nao de espermatozoides no ducto deferente, utilizada para verificar o status de
maturidade sexual (SHINE, 1977).

Além destes, outros parametros foram estabelecidos com o uso da
microscopia e analises histologicas, como a observacao da hipertrofia do segmento
sexual renal (SSR), porcdo especializada do néfron, formado por um epitélio
simples, constituido de células colunares com nucleo basal e presenca de granulos
de secrecdo espalhados por todo o citoplasma (SEVER et al.,, 2002; KROHMER,;
MARTINEZ; MASON, 2004). O segmento sexual renal estd associado com o
hormoénio testosterona, sendo uma estrutura androgeno-dependente (SCHUETT et
al., 2002; KROMER; MARTINEZ; MASON, 2004).
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Outro par@metro a ser observado é a estocagem de espermatozoides no trato
reprodutivo feminino, que pode ocorrer em diferentes regides dependendo da
serpente, sendo ja descritas as estocagens no utero posterior (UMT = uterine
muscular twisting) e infundibulo posterior para viperideos (ALMEIDA-SANTOS;
SALOMAO, 1997; SIEGEL; SEVER, 2006) e no infundibulo posterior e junc&o Utero-
vaginal para colubrideos (BAUMAN; METTER, 1977; ROJAS; BARROS; ALMEIDA-
SANTOS, 2015).

A observacdo de todos estes parametros permite que o ciclo reprodutivo das
espécies seja entdo classificado. A classificagdo mais atual utilizada para o estudo
da reproducao em serpentes (MATHIES, 2011) separa os ciclos a nivel individual e
populacional. O ciclo de um individuo pode apresentar regressao total das gbnadas
em algum periodo do ano (descontinuo ciclico), apresentar uma regressdo somente
parcial destas (continuo ciclico) ou ndo apresentar regressdo em nenhum periodo
(aciclico). Ja quando se classifica a populacdo, acrescenta-se o0 nivel de sincronia
entre machos e fémeas, podendo esta ocorrer entre eles (sincrénico), ou acontecer,
mas ndo de uma forma marcadamente fechada (semi-sincrénico) ou ndo ocorrer
nenhuma sincronia (assazonal).

Micrurus lemniscatus carvalhoi (ROZE, 1967) possui ampla distribuicdo no
Brasil, ocupando sua parte central e leste e mostrando grande variagdo em sua cor e
caracteristicas meristicas de acordo com a regido que habita (PIRES; SILVA JR,;
FEITOSA et al.,, 2014), preferindo planicies de floresta secas ou florestas umidas,
marginalmente ao cerrado (ROZE, 1996).

A base de sua dieta sdo animais serpentiformes e itens como peixes
alongados, (Synbranchus masmoratus, Gymnotus sp), serpentes (Sibynomorphus
mikani) e anfisbenas (Amphisbaena roberti) ja foram encontrados em seu trato
digestivo (ROZE, 1996).

Os poucos estudos existentes sobre seu ciclo reprodutivo, realizados
principalmente por Marques, Almeida-Santos e Rodrigues (2006) e Marques,
Pizzatto e Almeida-Santos (2013) baseados em medidas macroscopicas, sugerem
gue o inicio da vitelogénese secundaria € durante o outono, podendo progredir até a
primavera onde ocorreria a ovulacéo, oviposicéo e eclosdo dos ovos entre o veréo e
0 outono. Para os machos desta subespécie, a medida dos testiculos e a variagdo
do seu tamanho sdo maiores durante o verdo e declinam gradualmente até o

inverno, o que poderia indicar um pico de producéo espermatica no verao.
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No entanto, estudos atuais como (MATHIES, 2011; ALMEIDA-SANTOS et al.,
2014) sugerem que para uma melhor caracterizacdo do ciclo reprodutivo, séo
necessarias também analises microscépicas que podem evidenciar a atividade
celular dos tabulos seminiferos e o espessamento de epitélios nas fémeas. Além
disso, ressalta-se a importancia do exame histologico no fornecimento de novas
informacdes, mesmo quando a amostra € pequena (CHAN, 2003; GRIBBINS;
RHEUBERT; POLDEMANN, 2009; MATHIES, 2011).

Sendo assim, este estudo, discorre sobre o0s aspectos reprodutivos de
Micrurus lemniscatus carvalhoi, por meio de analises histologicas e morfoldgicas das
gonadas e vias genitais, tendo como objetivo elucidar os processos vitelogénicos e
espermatogénicos do ciclo dessa subespécie bem como evidenciar presenca ou nao

de dimorfismo sexual e estocagem de espermatozoides.

2.2 MATERIAL E METODO

Neste trabalho foram examinados 57 exemplares de Micrurus lemniscatus
carvalhoi, sendo 41 machos e 16 fémeas, provenientes da Mata Atlantica e Cerrado
(Figura 1).
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Figural- Distribuicdo geogréafica dos espécimes de Micrurus lemniscatus carvalhoi analisados
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Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: )= ocorréncias de Micrurus lemniscatus carvalhoi.
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Estes espécimes estdo preservados em colecdes cientificas do Centro-Oeste
e Sudeste do Brasil, citados na quadro 1.

Quadro 1 - Lista de regides e colecdes cientificas consultadas

Regido Colecédo cientifica Sigla

Centro-Oeste Universidade Federal do Mato Grosso do Sul UFMS
Fundacéo Ezequiel Dias FUNED
Universidade Federal de Minas Gerais UFMG
Pontificia Universidade Catodlica de Minas Gerais PUC-MG
Instituto Butantan 1B

Sudeste Museu de Histéria Natural da Universidade Estadual de Campinas ZUEC
Universidade Federal de Vigosa UFV
Universidade Federal de Ouro Preto UFOP
Museu de Zoologia da USP MZUSP

Fonte: (COETI, 2016).

Inicialmente, todos os individuos de M. lemniscatus carvalhoi, tiveram sua
procedéncia e data de coleta registradas. Subsequentemente foram tomados dados
meristicos segundo DOWLING (1951) (contagem das escamas ventrais e
subcaudais de cada um dos espécimes), contagem das triades (trés anéis negros
em sequéncia) e verificacdo sexual para separa-los em subespécies, quando
necessario, de acordo com a Tabela 1. Estes dados foram utilizados para compor as
analises biogeograficas com o uso do programa QGIS para a montagem do mapa de
distribuicdo (Figura 1).

Tabela 1 - Caracteristicas que definem as subespécies de Micrurus lemniscatus

Subespécie Numero_de NUmero de subcaudais Numero de triades Estado;
ventrais do Brasil

carvalhoi M 224-263 M 25-39 M 10-15 PR, SP, MG, MT, BA,

F 222-267 F 26-38 F 9-16 RN

M 230-248 M 33-41 M 9-11 AM, AC, RO
helleri F 240-260 F 34-43 F8-11

M 212-225 M 31-38 M 7-11 AM, AP
diutius F 225-242 F 31-37 F 8-11

M 235-246 M 36-40 M 12-15 PA, MA
lemniscatus F 242-264 F 31-39 F11-14

Fonte: (ROZE, 1996; CAMPBELL; LAMAR, 2004; PIRES; SILVA JR.; FEITOSA, et al., 2014).
Legenda: M= machos, F= fémeas, PR=Parana, SP = S&do Paulo, MG = Minas Gerais, MT= Mato
Grosso, BA = Bahia, RN = Rio Grande do Norte, AM = Amazonas, AC = Acre, RO = Ronddnia, AP =

Amapa, PA = Par4 e MA = Maranh&o.
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Em seguida, foram coletados, com a ajuda de uma fita métrica milimetrada
(mm) os seguintes dados biométricos: comprimento rostro-cloacal (CRC),
comprimento da cauda (CC) e comprimento da cabeca (CC).

Estes dados macroscépicos foram separados de acordo com a subespécie
considerada e utilizados para comparar 0 maior individuo de cada sexo,
(SOLORZANO; CERDAS, 1988), estabelecer o histograma de atividade sazonal da
amostra (MARQUES; ALMEIDA-SANTOS; RODRIGUES, 2006) e averiguar a
existéncia de dimorfismo sexual. O dimorfismo no tamanho do corpo (CRC) foi
testado por teste-t de Student (ZAR, 1999), realizado no programa Instat, com P <
0,05 como critério de significancia.

Para comparacdes de tamanho de cauda (CC) e tamanho de cabeca (Ccab),
como analises preliminares mostraram correlacdo destes fatores com o CRC (r =
0,941; P < 0,001; r = 0,602; P < 0,001), foram escolhidas analises de covariancia
(ANCOVA), de forma a eliminar o efeito do tamanho do corpo para cada variavel
(MARTINS et al., 2001). Desta forma, foram utilizadas como variaveis dependentes o
CC e o0 Ccab, e como co-variavel o CRC.

Para a realizagdo de todos os testes, todas as varidveis morfologicas foram
transformadas em seu logaritmo natural (ZAR, 1999).

Para comparar o dimorfismo sexual entre machos e fémeas utilizou-se o
indice utilizado por Shine (1994):

CRC médio do sexo de malor tamanho

55D =1—
ECRC medio do sexo de menor tamanho

Onde SSD = sexual size dimorfism, ou dimorfismo do tamanho sexual, com o
resultado sendo arbitrariamente definido como positivo quando as fémeas sao
maiores e negativo quando os machos sdo maiores.

A seguir, efetuou-se uma incisdo ventral ao longo do corpo dos individuos,
tanto dos machos quanto das fémeas, em aproximadamente dois tercos do corpo,
na parte caudal e a partir desta incisdo, foram tomadas medidas dos 6rgdos sexuais
de acordo com Almeida-Santos et al. (2014).

Nas fémeas, foram registrados: o estagio folicular, podendo ser classificado

em vitelogénese priméaria (V1) ou vitelogénese secundaria (V2), o nUmero e tamanho
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de foliculos ovarianos ou ovos e a presenca ou nao de contracdo muscular uterina
(UMT).

Nos machos, os seguintes dados foram tomados: comprimento, largura e
espessura dos testiculos direito e esquerdo, largura do ducto deferente direito e
esquerdo na por¢cao caudal e comprimento e largura do rim direito.

Estes procedimentos foram registrados com fotografia digital, utilizando-se
maquina fotografica SONY DSC-W35. As estruturas anatbmicas foram observadas a
olho nu. Utilizou-se paquimetro digital com precisdo de 0,1 mm para realizar as
medidas.

Os dados referentes ao testiculo determinaram o volume testicular (VT)
segundo a férmula para o volume da elipsoide (PLEGUEZUELOS; FERICHE, 1999):

4
VT = 3 (a.b.c),

Onde a= metade do comprimento do testiculo, b = metade da largura do
testiculo, c = metade da espessura do testiculo.

Assim, o volume relativo dos testiculos (VT), a média da soma do diametro
dos ductos deferentes (dDD) e o comprimento (cRim) e diametro (dRim) do rim
foram transformados em logaritimos naturais e passaram por testes preliminares
para verificar a normalidade e homogeneidade das suas variancias com o programa
Instat.

Os testes preliminares de homogeneidade descartaram os valores para
didmetro do rim, ndo sendo este parametro utilizado no trabalho. Os testes de
correlagéo indicaram relacdo do CRC com o VT (r = 0,902; P < 0,01) e com o0 cRim
(r= 0,863; P < 0,01) sendo escolhidas, portanto, analises ANCOVA como explicado
anteriormente. Como o dDD varia de acordo com a producédo de espermatozoides,
foi descartada uma possivel relacdo deste com o CRC, sendo utilizadas entédo
analises de variancia (ANOVA) para este parametro.

Apoés a morfometria, coletaram-se fragmentos de aproximadamente 100 mm
dos espécimes adquiridos.

Nas fémeas, foram coletados fragmentos de infundibulo, Utero, juncdo Utero-

vaginal, vagina e foliculos e nos machos, foram coletados fragmentos de testiculo,
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ducto deferente e rim. Os fragmentos coletados foram devidamente etiquetados e
conservados em alcool 70%.

Para a realizacédo do estudo histologico, as amostras foram desidratadas em
uma série crescente de etanol, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100%. As amostras
ficaram submersas por 15 minutos em cada uma das concentracées e logo em
seguida foram diafanizadas em Xilol | por 20 minutos e em Xilol Il por mais 20
minutos.

Concomitante a diafanizacdo, as amostras passaram por dois banhos de
parafina: o primeiro overnight (12 horas) e o segundo por 6 horas. Logo apos foram
incluidas transversalmente ou longitudinalmente, obtendo-se blocos da amostra
dentro da parafina.

Os blocos de parafina foram cortados com a ajuda de um micrétomo (Leica)
em fitas de 5 ym de espessura. Essas fitas foram coladas a laminas de vidro com
uso de gelatina.

As laminas com os cortes foram entdo submetidas ao processo de coloracéo
por Hematoxilina/Eosina de acordo com Junqueira, Bignolas e Brentani (1979) e em
seguida foram coladas laminulas sobre elas, utilizando-se permount.

As imagens das laminas histologicas foram capturadas por meio do
fotomicroscopio Olympus BX61VS.

Essas imagens foram utilizadas, juntamente com as medidas morfométricas,
para indicar o tamanho do menor macho maduro e da menor fémea madura.

A partir destas, também foram tiradas medidas morfométricas com o auxilio
do programa ImageJ version 1.46 (RASBAND, 2011).

Para os machos foram obtidas de cinco a dez medidas de cada estrutura a
fim de se obter uma média. As estruturas medidas foram: o didmetro dos tubulos
seminiferos e altura do epitélio seminifero nos cortes de testiculo, diametro dos
tubulos e altura do epitélio dos segmentos sexuais renais e o diametro e altura do
epitélio dos ductos deferentes. Todas as medidas foram testadas por ANOVA.

Para as fémeas foram obtidas medidas do epitélio da vagina e do infundibulo
posterior e do tamanho do tecido conjuntivo do infundibulo posterior com a finalidade
de quantificar a variacdo destas estruturas ao longo das estacdes. Testes
estatisticos ndo foram aplicados neste parametro porque a quantidade de medidas
nao foi suficiente para obter-se uma amostra homogénea, sendo assim os valores

foram utilizados apenas para a construcao de graficos de tendéncia.
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Figura 2 - Exemplificacdo de como foram feiras as medidas microscépicas em machos e fémeas
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Fonte: (COETI, 2016).

Legenda: A) Corte de rim mostrando as medidas feitas nos SSRs; B) Corte de vagina; C)
Aumento do corte de vagina mostrando a medida realizada; d = diametro, e =
epitélio.

Antes das andlises estatisticas, todos os dados foram verificados quanto a
sua normalidade e homogeneidade de variancias, e diferencas significativas foram
analisadas pelo teste Post-hoc de Tukey. As andlises estatisticas foram feitas com
ajuda dos softwares Instat e Statistica versdo 7. A constru¢cdo de graficos que
usaram ANCOVA foi feita a partir dos residuos das regressoées lineares entre essas
variaveis e o CRC. Os residuos foram utilizados para eliminar a influéncia do
tamanho do corpo sobre as variaveis de interesse (MARQUES et al.,, 2006) e
serviram apenas para ilustragéo dos ciclos.

Os graficos foram elaborados nos softwares Microsoft Office Excel 2010 e

Statistica 7.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Dimorfismo e maturidade sexual

As medidas de machos e fémeas de Micrurus lemniscatus carvalhoi
apresentaram diferencas, sendo que as fémeas possuem maiores CRCs que 0s
machos (Tabela 2). O histograma do CRC ao longo do ano evidencia fémeas (Figura
3A) e machos (Figura 3B) alcangando maiores tamanhos entre o outono e 0 comego
do inverno e a atividade sazonal da amostra (Figura 3C) atinge maior pico no

outono.

Tabela 2 - Dados morfol6gicos dos machos e fémeas de Micrurus lemniscatus carvalhoi

Variavel Média + DP Minimo-Méximo N
e (o (1 gaa 2 20 Mz a
ce nm oz 1o7 bR 5
cas F: sz B

Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: DP = desvio padrdo, M = machos, F = fémeas.
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Figura 3- Variacdo dos CRCs de fémeas e machos ao longo do ano e atividade sazonal
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Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: A) Comprimento rostro-cloacal das fémeas ao longo do ano; B) Comprimento rostro-cloacal
dos machos ao longo do ano; C) Atividade sazonal da amostra.
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As analises estatisticas para Micrurus lemniscatus carvalhoi mostram
dimorfismo sexual no comprimento rostro-cloacal, com tamanho significativamente
maior para as fémeas (t = 2.983; gl = 54; P < 0.0001). O comprimento relativo da
cauda, no entanto, € maior nos machos (ANCOVA, Fi153 = 6,556; P = 0,013) e 0
comprimento da cabeca ndo apresenta uma diferenca significativa (ANCOVA, Fis3 =
0,457; P = 0,5). O calculo do indice de dimorfismo sexual (SSD) apresenta o valor de
0,29.

O observado para maturidade sexual indica que o menor macho
sexualmente maduro da amostra possui 387 mm de CRC, apresentando inicio de
atividade testicular (Figura 4A). A menor fémea considerada madura apresentou 584
mm de CRC, seu maior foliculo mediu 4,21 mm e estava em vitelogénese primaria,
porém o utero distendido e o infundibulo secretor (Figura 4B) foram levados em

conta para afirmar sua maturidade.

Figura 4 - Cortes histologicos transversais dos menores macho e fémea maduros

Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: A) Corte dos tubulos seminiferos mostrando o inicio da atividade testicular; B) Corte de
infundibulo com secrecao na luz; Sg = espermatogonias; L = luz, Se = secrec¢éo.



34

2.3.2 Biologiareprodutiva dos machos

Os testiculos de Micrurus lemniscatus carvalhoi apresentam um formato oval,
sendo o testiculo direito mais cranial que o esquerdo e localizam-se no terco caudal
da cavidade celomética, como descrito para a maioria das serpentes (Figura 5).

Figura5- Sistema urogenital mascul

~ T

ino de M. I. carvalhoi
— .

(Fonte: COETI, 2016).

Legenda: A) Sistema urogenital masculino, parte cranial, evidenciando Td = testiculo direito, Te =
testiculo esquerdo, Rd = rim direito, Re = rim esquerdo; B) Sistema urogenital masculino,
parte caudal, evidenciando DDd = ducto deferente direito e DDe = ducto deferente
esquerdo
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O volume relativo deste 6rgdo ndo variou significativamente entre as estacdes
(ANCOVA, F334=0,875, P = 0,463, n = 39, Figura 6A).

A variacdo para o diametro (ANOVA, F3 15 = 1,841; P = 0,182, n = 19) e
epitélio (ANOVA, Fs, 12 = 1,061; P = 0,401, n = 16) dos tubulos seminiferos também
nao foi significativa ao longo das estac¢des (Figura 6B e 6C).

A andlise histoldgica evidencia espermiogénese dentro dos tubulos
seminiferos durante todo o ano, a primavera apresenta uma fase de crescimento e
divisdo da linhagem espermatogénica (Figura 7A), a qual ja possui espermatozoides
no verdo (Figura 7B) e apresenta aumento no numero de células no outono (Figura

7C), atingindo o pico espermatico no inverno (Figura 7D).
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Figura 6 - Variagdo dos testiculos e tubulos seminiferos durante o ano
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Legenda: A) Volume relativo dos testiculos; B) Comprimento médio dos epitélios seminiferos; C)
Comprimento médio dos diametros dos tubulos seminiferos.
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Os rins dos machos de M. lemniscatus carvalhoi sdo alongados e lobulados,
apresentando posi¢cao mais caudal a dos testiculos onde o rim direito € mais cranial
que o esquerdo (Figura 5).

Em relacdo ao rim direito, houve diferencas significativas no comprimento
(ANCOVA, Fs2 = 3,382, P = 0,033, n = 36) ao longo das estaches, os testes
posteriores mostraram que o comprimento no verao diferiu de todos 0s outros meses
(teste de Tukey: P < 0,05 nas relagbes com o verao) (Figura 8A).

A variacdo para a média do epitélio (ANOVA, F3, 16 = 5,270, P = 0,010, n = 20)
e do diametro (ANOVA, F3, 22 = 8,931; P < 0,001, n = 26) dos segmentos sexuais
renais foi igualmente significativa entre as estagdes, com 0s testes posteriores para
o epitélio mostrando diferencas do verdo com o inverno (teste de Tukey: P = 0,013)
e com o outono (teste de Tukey: P = 0,048) e para o diametro do inverno com as
demais estacdes (teste de Tukey: P < 0,05 nas relagdes com o inverno) (Figura 8B e
8C).

As laminas histologicas mostram que na primavera o SSR esta hipertrofiado,
guase nao se observando a luz do segmento (Figura 9A), isto muda no verdo onde
aparentemente estdo com a luz maior e com aparéncia de regressao (Figura 9B), ja
0 outono aparenta um recomeco de hipertrofia (Figura 9C) que ocorre em grande
quantidade ao longo de todo o corte do 6rgéo durante o inverno (Figura 9D).
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Legenda: A) Comprimento relativo do rim direito; B) Comprimento médio dos epitélios dos segmentos

sexuais renais; C) Comprimento médio dos didmetros dos segmentos sexuais renais.
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Figura9 - Cortes histolégicos transversais e longitudinais de rim de M. |. carvalhoi em diferentes

SRR, i
‘1-‘-‘5 ‘:‘:,;9 s

TN W

Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: Segmento sexual renal (SSR) em cortes de rim, A) Primavera; B) Verdo; C) Outono; D)
Inverno.
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Os ductos deferentes de M. lemniscatus carvalhoi, assim como o das
serpentes no geral, ligam os testiculos as papilas genitais na cloaca, posicionando-
se lateralmente aos rins. Em algumas estagcdes do ano podem estar mais
enovelados, principalmente na porcéo mais caudal (Figura 5B).

A variacdo do didmetro macroscoépico dos ductos deferentes (ANOVA, Fz 34 =
1,696; P = 0,186, n = 39, Figura 10A) nao foi significativa entre as estacoes,
entretanto a variacdo microscopica do epitélio (ANOVA, Fs3,20 = 3,115; P = 0,049, n =
24) e do diametro (ANOVA, Fs3, 20 = 4,427; P = 0,015, n = 24) foi significativa, com
testes posteriores apresentando respectivamente, diferencas entre 0 verdo e o0
inverno (teste de Tukey, P = 0,043) e diferencas entre o inverno com a primavera e
com o verao (teste de Tukey, P = 0,035; P = 0,039) (Figura 10B e 10C). Assim o
inverno apresentou as maiores médias e a primavera as menores.

As analises histolégicas mostram que ha presenca de espermatozoides na luz
dos ductos ao longo de todo o ano, sendo sua quantidade menor na primavera, onde
o epitélio é mais delgado (Figura 11A). No inverno o epitélio € mais espesso (Figura
11D) e no verdo e outono (Figura 11B e 11C) ha presenca de espermatozoides

alinhados ao epitélio dos ductos.
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Figura 10 - Variag&o dos ductos deferentes durante o ano
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Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: A) Diametro relativo dos ductos deferentes; B) Comprimento médio dos epitélios dos
ductos; C) Comprimento médio dos diametros dos ductos.
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Figura 11 - Cortes histoldgicos transversais e longitudinais de ductos deferentes de M. I. carvalhoi
em diferentes estacdes

—

Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: Presenca de espermatozoides nos ductos, A) Primavera; B) Ver&o; C) Outono; D) Inverno,
S = espermatozoides, seta = espermatozoides junto ao epitélio do ducto.
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2.3.3 Comportamento de Combate

Os machos de Micrurus lemniscatus carvalhoi apresentam comportamento de
combate. O registro foi feito na natureza, no dia 21 de junho de 2015, as 18:00 horas
no Municipio de S&o Manuel, estado de Sdo Paulo (22° 43' 52" S; 48° 34' 14" W)
(Figura 12).

Figura 12 - Machos de M. |. carvalhoi em comportamento de combate
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Fonte: (MISSASSI et al., no prelo)?.

2.3.4 Biologiareprodutiva das fémeas

As gbnadas femininas apresentam assimetria, sendo o ovario direito mais
cranial que o esquerdo como visto em outras serpentes.

Os foliculos em vitelogénese primaria (V1) de Micrurus lemniscatus carvalhoi
possuem um formato arredondado e na amostra mediram de 1,04 mm a 6,46 mm, ja
os foliculos em vitelogénese secundaria (V2) sdo mais alongados e fusiformes e
mediram de 11,85 mm a 39,00 mm (Figura 13).

1 MISSASSI, A. F. R,; COETI, R. Z.; GERMANO, V. J.; ALMEIDA-SANTOS, S. M. Micrurus
lemniscatus carvalhoi (coral snake) male - male combat. Herpetological Review, 2016. No prelo.
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Figura 13 - Sistema urogenital feminino de M. I. carvalhoi

Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: A) la = infundibulo anterior, Ip = infundibulo posterior, Ua = Utero anterior; B) V1 = foliculo
em vitelogénese primaria, V2 = foliculo em vitelogénese secundéria.

A distribuicao dos foliculos em V1 ocorre ao longo de todo o ano, enquanto os
foliculos em V2 aparecem no outono e inverno (Figura 14).
Fémeas gravidas ndo foram amostradas, apenas o dado de uma no outono foi

conseguido mediante uma foto cedida.



Figura 14 - Dispersao dos foliculos de M. I. carvalhoi
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As fotos das laminas histolégicas mostram variacdo no epitélio da vagina ao

longo das estacdes (Figura 16) confirmada pelo grafico de tendéncias (Figura 15A)

que mostra o crescimento continuo do epitélio vaginal do inverno até o outono (n =

10).

Figura 15 - Tendéncias para a variagdo epitelial e do tecido conjuntivo nas estacdes
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Fonte: (COETI, 2016).

Legenda: A) Epitélio da Vagina; B) Epitélio do Infundibulo posterior; C) Tecido Conjuntivo do

Infundibulo posterior.
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Legenda: A) Primavera; B) Verdo; C) Outono; E) Inverno; e = epitélio, seta = bolha de secre¢éo das
células epiteliais ciliadas.

O infundibulo também passa por modificagcbes no decorrer das estacdes
apresentando maior grau de invaginagfes do epitélio no inverno (Figura 17A) e
secregcdes no lumen. Na primavera o numero de invaginacdes decresce (Figura
17B). No veréao (Figura 17C) o tecido conjuntivo fica repleto de glandulas mucosas e
apresenta secrecdes em seu lumen. Estas glandulas desaparecem no outono
(Figura 17D) onde iniciam-se novas invaginacdes do epitélio. O grafico de
tendéncias mostra o crescimento continuo tanto do epitélio do infundibulo posterior

(n = 8, Figura 15B) quanto do tecido conjuntivo (n = 9, Figura 15C).
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Figura 17 - Cortes transversais e longitudinais do infundibulo de M. I. carvalhoi em diferentes

Fonte: (COETI, 2016).

Legenda: A) Primavera com muitas invaginac¢des do epitélio infundibular; B) Verdo com formacéo de
glandulas mucosas; C) Outono com resquicios das glandulas mucosas; D) Inverno com
invaginacdes do epitélio e secre¢do no lumen; L = luz, In = invaginagbes, Gm = glandula
mucosa, s = secrecdo, seta = formacédo das glandulas mucosas por invaginacao epitelial, *
= resquicios das glandulas mucosas.

Foi encontrada na amostra uma fémea em vitelogénese primaria, com
espermatozoides presentes no infundibulo posterior no outono, juntamente com
alguns aglomerados de outras células em sua luz (Figura 18A). As imagens das
laminas histolégicas mostram que o infundibulo anterior possui muitas invaginacoes

do epitélio e receptaculos ciliados ja formados (Figura 18B).
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Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: A) Infundibulo posterior com espermatozoides; B) Infundibulo anterior com receptaculos
ciliados; S = espermatozoides, se = secrecao, L = luz, R = receptaculos ciliados.

Figura 19 - Resumo das estratégias reprodutivas encontradas nas fémeas e machos de M. I.

carvalhoi
Verao Outono Inverno Primavera
J F M A M J J A S 0] N D
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Combate (D
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Fonte: (PIZZATO; MARQUES; ALMEIDA-SANTOS, 2013; COETI, 2016).
Legenda: SSR = segmento sexual renal, DD = ducto deferente, * dados complementares.
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2.4 DISCUSSAO

O tamanho do corpo de fémeas de serpentes oviparas € uma caracteristica
importante por estar intimamente relacionada a variacdo no tamanho e formato dos
ovos que estas serpentes podem produzir (FORD; SIEGEL, 1989) sendo, portanto,
um fator que diferencia reprodutivamente as espécies. As fémeas de Micrurus
lemniscatus carvalhoi atingem maior comprimento (CRC) do que os machos, o0 que
torna o indice de dimorfismo sexual (SSD) para a espécie positivo. Para espécies de
elapideos australianos o SSD positivo indica menor probabilidade de comportamento
de combate entre os machos (SHINE, 1994), assim como para as Micrurus de
triades americanas (MARQUES; PIZZATO; ALMEIDA-SANTOS, 2013), no entanto o
combate entre machos ocorre em Micrurus lemniscatus carvalhoi (MISSASSI et al.,
no prelo)?. Sendo assim, a existéncia de combate entre machos nesta espécie,
embora as fémeas sejam maiores e o SSD positivo, corrobora a teoria de que o
grupo das triades tem esta caracteristica como particular (MARQUES; PIZZATO;
ALMEIDA-SANTOQOS, 2013). Por outro lado, o maior tamanho das fémeas em relacéo
aos machos € uma caracteristica comumente encontrada em Micrurus, do grupo das
moénades como M fulvius, M. corallinus e M. nigrocinctus (QUINN, 1979;
SOLORZANO; CERDAS, 1988; GOLDBERG, 2004; MARQUES; PIZZATO;
ALMEIDA-SANTOS, 2013) o que pode significar que M. I. carvalhoi esteja
filogeneticamente mais préxima a outras Micrurus de ménades.

Em relacdo & maturidade sexual, o menor macho maduro foi amostrado no
verao, tendo menor tamanho que a menor fémea madura, amostrada no outono, isto
€ proporcionalmente esperado para espécies em que as fémeas atingem maiores
comprimentos que os machos (QUINN, 1979; JACKSON; FRANZ, 1981;
SOLORZANO; CERDAS, 1988; MARQUES, 1996). O menor macho maduro (387
mm) foi coletado no ver&o e possuiu 124 mm a mais de diferenga do menor macho
da amostra (263 mm), coletado na mesma estacao, este dado pode servir como
indicativo do crescimento relativo que os individuos apresentam em 12 meses
(QUINN, 1979).

2 MISSASSI, A. F. R,; COETI, R. Z; GERMANO, V. J.; ALMEIDA-SANTOS, S. M. Micrurus
lemniscatus carvalhoi (coral snake) male - male combat. Herpetological Review, 2016. No prelo.
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Outro parametro que pode ser analisado através das datas de coleta dos
exemplares de museus € o padréo de atividade que estes apresentam ao longo das
estacdes (MARQUES, 1996; MARQUES; ALMEIDA-SANTOS; RODRIGUES, 2006).
A atividade sazonal para a amostra deste trabalho corrobora a atividade sazonal
proposta por Marques, Almeida-Santos e Rodrigues (2006), indicando que M. |
carvalhoi esta mais ativa durante o outono, entretanto o fato do comportamento de
combate ocorrer no inicio do inverno pode indicar que o periodo de atividade seja
intenso até o inicio dessa estacao.

Variagbes macroscopicas na anatomia do trato reprodutivo dos machos
ocorreram nos ductos deferentes, que em algumas estacbes estavam mais
enovelados e volumosos, porém o maior volume encontrado para M. |. carvalhoi
nesta regido ndo se parece com o encontrado para M. corallinus (ALMEIDA-
SANTOS; PIZZATTO; MARQUES, 2006), sugerindo que os machos de M. I
carvalhoi ndo devem estocar espermatozoides. No trato reprodutivo das fémeas
houveram variacfes nas pregas do infundibulo posterior, que ocupavam uma parte
maior ou menor deste de acordo com a época do ano, estas mudancas anatbmicas
estdo ligadas a fase reprodutiva na qual o animal se encontra (SIEGEL, et al., 2014;
ALMEIDA-SANTOS et al., 2014).

A falta de variagdo significativa ao longo do ano para o volume testicular,
diametro e epitélio dos tubulos seminiferos condiz com o observado na histologia, o
macho possui atividade espermatogénica durante todo o ano, semelhante a outros
elapideos americanos como Micrurus nigrocinctus (GOLDBERG, 2004) e
Micruroides euryxanthus (GOLDBERG, 1997). Entretanto a histologia evidencia uma
maior quantidade de espermatozoides na luz dos tubulos seminiferos entre o outono
e o inverno, isto pode corroborar o fato dos machos apresentarem comportamento
de combate no inicio do inverno.

Ja para o comprimento do rim direito, diametro e epitélio do SSR ouve
variacdo significativa durante o ano, com méaximas de hipertrofia no inverno e
minimas no verao, também corroboradas pela histologia. Sabe-se que a hipertrofia
do SSR é coincidente a elevacao de androgenos no plasma e também ao periodo de
maior espermatogénese em muitas espécies de serpentes (SCHUETT et al., 2002;
SEVER et al., 2002; KROHMER, 2004), portanto o pico de hipertrofia do SSR no

inverno esta relacionado ao pico espermatico em Micrurus I. carvalhoi.
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Para os ductos deferentes, ao contrario do encontrado para outros estudos
com Micrurus (QUINN,1979), foi visto crescimento de diametro e espessamento do
seu epitélio no inverno, mesma época onde ocorre o pico de producdo espermatica.
A observacdo histoloégica também exibe uma tendéncia dos espermatozoides de
estarem adjacentes ao epitélio do ducto (SEVER, 2004), principalmente no verao e
outono, época de pouca hipertrofia e crescimento do SSR, o qual faria a
manutencdo dos espermatozoides, nos ductos, através da producédo de granulos de
secrecdo (SEVER et al., 2008). Este fato sugere que os espermatozoides no verao e
outono, tendo pouca ou nenhuma secre¢do de natureza nutritiva para se manter,
optam por procurar nutricdo no epitélio do ducto, embora ndo haja indicios de que
este epitélio seja secretério (SEVER, 2004). O contrario ocorre na primavera, nesta
estacdo os ductos deferentes possuem valores significativamente menores do
tamanho do epitélio e diametro, porém o SSR ainda esta hipertrofiado, o que
explicaria a presenca de espermatozoides nos ductos ainda nesta estagao.

O fato dos ductos possuirem espermatozoides durante todo o ano pode
permitir que os machos dessa espécie copulem a qualquer momento, como proposto
por Goldberg (2004) para Micrurus nigrocinctus, sendo assim o periodo reprodutivo
de M. . carvalhoi deve depender da época em que as fémeas estdo mais atrativas e
receptivas, ou seja, de seu estro (JELLEN et al., 2014).

Sobre as fémeas, os foliculos medindo até 6,46 mm quando analisados nao
tinham formato cilindrico e histologicamente ainda ndo apresentaram evidéncias de
foliculo em vitelogénese secundaria (MANES et al., 2007), sendo assim é seguro
considerar foliculos V2 somente acima de 11,85 mm de comprimento.

O aparecimento de foliculos vitelogénicos no outono e inverno, e a descoberta
de espermatozoides no infundibulo posterior de uma fémea no inicio do outono
indicam que as fémeas estdo em estro neste periodo e corrobora a atividade
sazonal da espécie no outono e inverno (MARQUES; ALMEIDA-SANTOS;
RODRIGUES, 2006, este trabalho). O ritual de combate em M. |. carvalhoi foi
observado durante o inicio do inverno e coincide, portanto, com o crescimento
folicular (MARQUES; PIZZATO; ALMEIDA-SANTOS, 2013). Assim o combate entre
machos esta relacionado a estacdo de acasalamento e ao SSR que esta
hipertrofiado nesse periodo (SEVER; HOPKINS, 2005).

Outro fator que corrobora a hipétese de que as fémeas estejam receptivas no

outono é o maior tamanho dos epitélios vaginal e infundibular e tecido conjuntivo do
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infundibulo neste periodo, que se preparam para receber 0os espermatozoides de
uma possivel cépula, além da presenca de glandulas mucosas na estacdo anterior,
verdo, que pode indicar algum tipo de preparacdo da fémea para a estacdo de
copula. Rojas, Barros e Almeida-Santos (2015) relatam processos semelhantes para
Phylodrias patagoniensis, reforcando o grau de especializacdo do oviduto das
serpentes e todos 0s processos envolvidos, ainda pouco estudados.

Uma das descobertas deste trabalho foi uma fémea com espermatozoides no
infundibulo posterior no outono. Este individuo apresentava somente foliculos em
V1, que ndo poderiam ser prontamente fecundados, fato que juntamente com as
analises histologicas do infundibulo anterior evidenciando formacéo de receptaculos
ciliados € um indicativo de que as fémeas dessa espécie podem estocar
espermatozoides como outras espécies de serpentes (SIEGEL, et al., 2014; ROJAS;
BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 2015). Esta descoberta é muito importante, porque a
estratégia de estocagem de espermatozoides em Micrurus ndo é bem conhecida,
havendo anteriormente a este trabalho, poucos relatos na literatura (QUINN,1979).

Assim, se o periodo de copula ocorre entre 0 outono e o inverno e as fémeas
podem copular em vitelogénese primaria, talvez a coOpula seja responsavel por
induzir o crescimento dos foliculos em Micrurus lemniscatus carvalhoi, ou seja, a
percepcdo do acasalamento parece obrigatéria para a iniciagdo e manutencdo da
vitelogénese (MENDONCA; CREWS, 1990; MANES et al., 2007).

2.5 CONCLUSOES

Os machos de Micrurus lemniscatus carvalhoi apresentam comportamento de
combate coincidente com o0 pico esperméatico, no inverno. Assim o fato de
produzirem espermatozoides durante todo o ano, porém apresentarem um pico de
producdo em um periodo especifico, classifica seu ciclo reprodutivo como continuo
ciclico.

As fémeas de M. I. carvalhoi possuem seu periodo de vitelogénese no outono
e inverno, o qual coincide com o periodo no qual se encontram receptivas (fase de

estro), sendo seu ciclo classificado como descontinuo ciclico. Quando copulam
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nesta época podem tanto fertilizar prontamente seus foliculos quanto estocar
espermatozoides.

Sendo assim, o ciclo reprodutivo da espécie € sazonal sincronico.
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CAPITULO 2: Biologia Reprodutiva
de Micrurus lemniscatus da
Amazonia
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3 BIOLOGIA REPRODUTIVA DE MICRURUS LEMNISCATUS DA AMAZONIA

3.1 INTRODUCAO

A Floresta Amazonica € conhecida por propiciar boas condicdes ambientais,
as quais determinam sua grande diversidade de formas de vida (DUELLMAN, 1978;
LEITAO-FILHO, 1985; KERR; CARVALHO; SILVA, 2015). Essas condicdes
ambientais, entretanto, sofrem variacdes ao longo do ano e definem para este bioma
duas estacoes, a estacdo seca e a estacao chuvosa, sendo esta ultima conhecida
por causar grandes alagamentos que influenciam fortemente o modo de vida neste
habitat (GOULDING; CARVALHO, 1982; KUBITZKI, 1989).

Estudos reprodutivos com animais desta regido podem mostrar diferentes
resultados, derivados da estratégia reprodutiva que melhor se adapta a cada
espécie, podendo as espécies tenderem a um ciclo que se estende na estacao mais
propicia (SILVA, 2015) ou restringirem sua reproducdo sazonalmente (WIKELSKI;
HAU; WINGFIELD, 2000).

A herpetofauna da regido amazoénica brasileira € tema de varios estudos
atuais envolvendo reproducao (VITT; BLACKBURN, 1991; MIRANDA; ANDRADE,
2003; DE SOUSA; PRUDENTE; MASCHIO, 2014), porém nenhum deles aborda as
diversas espécies de Micrurus existentes, que vivem em simpatria neste bioma
(ROZE, 1996; CAMPBELL; LAMAR, 2004).

Micrurus lemniscatus (Linnaeus, 1758) é, atualmente, a cobra-coral de triades
mais amplamente distribuida pela América do Sul e, no Brasil, ocorre em todos os
ecossistemas, com excecdo do Pantanal (PIRES, 2011). Esta grande distribuicdo
gera dificuldade em interpretar as formas ocorrentes, o que levou esta espécie a ser
considerada como um complexo (SILVA JR.; SITES, 2001).

Das subespécies que integram o complexo M. lemniscatus, trés habitam a
regido amazoénica, sendo elas: Micrurus lemniscatus lemniscatus na planicie de
florestas tropicais, floresta Umida aberta e terras cultivadas secas no norte das

Guianas e Suriname, atingindo o norte do Para e Maranhdo Brasileiros; Micrurus
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lemniscatus helleri em florestas umidas e chuvosas das encostas orientais dos
Andes, nos dois lados da Amazonia, com distribuicdo incerta no Brasil e Micrurus
lemniscatus diutius em planicies de florestas Umidas e de baixas montanhas,
ocasionalmente também em terras cultivadas abertas e na regido central da
Amazodnia do Brasil (ROZE, 1996).

Micrurus lemniscatus € conhecida por predar principalmente vertebrados
alongados como gimnofionos, anfisbenas, serpentes e lagartos, podendo também
predar peixes, o que pode indicar um comportamento semiaquatico (CUNHA,;
NASCIMENTO, 1993; MARTINS; OLIVEIRA, 1998). No entanto, no Acre foram
encontrados pelos de mamifero no trato digestorio dessa serpente (SILVA; SOUZA;
BERNARDE, 2010).

Os dados macroscopicos levantados por Roze (1996) sobre a reproducao
dessa espécie na Amazodnia indicam que a copula ocorre durante a estacao seca e a
oviposi¢cdo ocorre em um curto tempo antes do comeco da estagcdo chuvosa, sendo
que as altas temperaturas e umidade durante praticamente todo o ano propiciam
gue o ciclo reprodutivo dessas cobras corais seja irregular ou mesmo nao ciclico.

O ciclo reprodutivo irregular ou n&o ciclico pode incluir o conceito de
reproducao estendida, proposto por Mathies (2011) que se aplica as fémeas quando
h& um periodo de vitelogénese secundaria longo, entre 6 a 10 meses e gravidez
durando de 4 a 7 meses no ano, porém no caso das Micrurus lemniscatus
amazonicas até o momento sO foram observadas fémeas com ovos entre 0s meses
de junho e julho (ROZE, 1996).

Sendo assim, este estudo investigard os aspectos reprodutivos de Micrurus
lemniscatus da Amazénia, por meio de analises histologicas e morfoldégicas das
gbnadas e vias genitais. Além disso, tem como objetivo elucidar os processos
vitelogénicos e espermatogénicos do ciclo das subespécies presentes nesse bioma
e comparar suas estratégias reprodutivas.

3.2 MATERIAL E METODO

Inicialmente, todos os individuos de M. lemniscatus, tiveram sua procedéncia

e data de coletas anotadas. Em seguida foram tomados dados meristicos segundo
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Dowling (1951) (contagem das escamas ventrais e subcaudais de cada um dos
espécimes), contagem das triades (trés anéis negros em sequéncia) e verificacdo do
sexo, o compilado dessas informacdes foi utilizado para separa-los em subespécies,
de acordo com a Tabela 3. Estes dados foram utilizados para compor as analises
biogeograficas com o uso do programa QGIS para a montagem do mapa de

distribuicéo.

Tabela 3 - Caracteristicas que definem as subespécies de Micrurus lemniscatus

Subespécie Numero.de Nimero de subcaudais  NUmero de triades Estados_
ventrais do Brasil
. M 224-263 M 25-39 M 10-15 PR, SP, MG, MT, BA,

carvalhoi F 222-267 F 26-38 F9-16 RN

M 230-248 M 33-41 M 9-11 AM, AC, RO
helleri F 240-260 F 34-43 F8-11

M 212-225 M 31-38 M7-11 AM, AP
diutius F 225-242 F 31-37 F 8-11

M 235-246 M 36-40 M 12-15 PA, MA
lemniscatus F 242-264 F 31-39 F11-14

Fonte: (ROZE, 1996; CAMPBELL; LAMAR, 2004; PIRES; SILVA JR.; FEITOSA, et al., 2014).
Legenda: M= machos, F= fémeas, PR=Parana, SP = S&o Paulo, MG = Minas Gerais, MT= Mato
Grosso, BA = Bahia, RN = Rio Grande do Norte, AM = Amazonas, AC = Acre, RO = Rondbnia, AP =

Amapa, PA = Par4 e MA = Maranhdo.

Foram examinados 24 exemplares de Micrurus lemniscatus diutius, sendo 13
machos e 11 fémeas, 45 exemplares de Micrurus lemniscatus helleri, sendo 30
machos e 15 fémeas e 22 exemplares de Micrurus lemniscatus lemniscatus, sendo

14 machos e 8 fémeas provenientes da Floresta Amazonica (Figura 20).
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Figura 20 - Distribuicdo geogréfica dos espécimes de Micrurus lemniscatus helleri, Micrurus
lemniscatus lemniscatus e Micrurus lemniscatus diutius analizados
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Fonte: (COETI, 2016).

Legenda: O = ocorréncias de M. I. helleri, Z\ = ocorréncias de M. I. lemniscatus, @ =
ocorréncias de M. |. diutius.
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Estes espécimes estavam preservados em colecdes cientificas do Norte,
Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, citados no quadro 2.

Quadro 2 - Lista de regides e colecdes cientificas consultadas

Regido Colecédo cientifica Sigla
Instituto de pesquisas cientificas e tecnoldgicas do estado do IEPA
Amapa INPA
Instituto Nacional de pesquisas da Amazénia
o i MPEG
Norte Museu Paraense Emilio Goeldi
L FIT
Faculdades Integradas do Tapajos
; ; UFAC
Universidade Federal do Acre UNIR
Universidade Federal de Rondbnia
Centro Oeste Universidade Federal de Mato Grosso UFMT
Sudeste Universidade Federal de Minas Gerais UFMG

Fonte: (COETI, 2016).

Em seguida, foram coletados, com a ajuda de uma fita métrica milimetrada
(mm) os seguintes dados morfologicos: comprimento rostro-cloacal (CRC),
comprimento da cauda (CC) e comprimento da cabeca (CC).

Estes dados macroscépicos foram separados de acordo com a subespécie
considerada e utilizados para comparar o maior individuo de cada sexo,
(SOLORZANO; CERDAS, 1988), estabelecer o histograma de atividade sazonal da
amostra (MARQUES; ALMEIDA-SANTOS; RODRIGUES, 2006) e averiguar a
existéncia de dimorfismo sexual. O dimorfismo no tamanho do corpo (CRC) foi
testado por teste-t de Student (ZAR, 1999).

Para comparar o dimorfismo sexual entre machos e fémeas utilizou-se o
indice utilizado por Shine (1994):

CRC médio do sexo de maior tamanho

S5D=1—
(E‘RC médio do sexo de menor tamanho

Onde SSD = sexual size dimorfism, ou dimorfismo do tamanho sexual, com o
resultado sendo arbitrariamente definido como positivo quando as fémeas sao
maiores e negativo quando os machos sao maiores.

A seguir, efetuou-se uma incisdo ventral ao longo do corpo dos individuos,

tanto dos machos quanto das fémeas, em aproximadamente dois tergos do corpo,
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na parte caudal e a partir desta incisdo, foram tomadas medidas dos érgaos sexuais
de acordo com Almeida-Santos et al. (2014).

Nas fémeas, foram registrados: o estagio folicular, podendo ser classificado
em vitelogénese primaria (V1) ou vitelogénese secundaria (V2), o nimero e o
tamanho dos foliculos ovarianos ou ovos e a presenca ou nao de contracdo
muscular uterina (UMT).

Nos machos, os seguintes dados foram tomados: comprimento, largura e
espessura dos testiculos direito e esquerdo, largura do ducto deferente direito e
esquerdo na porcao caudal e comprimento e largura do rim direito.

Estes procedimentos foram registrados com fotografia digital, utilizando-se
maquina fotografica SONY DSC-W35. As estruturas anatbmicas foram observadas a
olho nu. Utilizou-se paquimetro digital com precisdo de 0,1 mm para realizar as
medidas.

Os dados referentes ao testiculo determinaram o volume testicular (VT)
segundo a formula para o volume da elipsoide (PLEGUEZUELOS; FERICHE, 1999):

4
VT = 3 (a.b.c),

Onde a= metade do comprimento do testiculo, b = metade da largura do
testiculo, ¢ = metade da espessura do testiculo.

Os dados referentes aos ductos deferentes foram utilizados como a média da
soma de seus diametros.

Apos a morfometria, coletaram-se fragmentos de aproximadamente 100 mm
dos espécimes adquiridos.

Nas fémeas, foram coletados fragmentos de infundibulo, Gtero, juncdo Utero-
vaginal, vagina e foliculos. Nos machos, foram coletados fragmentos de testiculo,
ducto deferente e rim. Os fragmentos coletados foram devidamente etiquetados e
conservados em alcool 70%.

Para a realizacdo do estudo histologico de microscopia de luz, as amostras
foram desidratadas em uma série crescente de etanol, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% e
100%. As amostras ficaram submersas por 15 minutos em cada uma das
concentracdes e logo em seguida foram diafanizadas em Xilol | por 20 minutos e em

Xilol 1l por mais 20 minutos.
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Concomitante a diafanizacdo, as amostras passaram por dois banhos de
parafina: o primeiro overnight (12 horas) e o segundo por 6 horas. Logo apo6s foram
incluidas transversalmente ou longitudinalmente, obtendo-se blocos da amostra
dentro da parafina.

Os blocos de parafina foram cortados com a ajuda de um micrétomo (Leica)
em fitas de 5 ym de espessura. Essas fitas foram coladas a laminas de vidro com
uso de gelatina.

As laminas com os cortes foram entdo submetidas ao processo de coloracao
por Hematoxilina/Eosina de acordo com Junqueira, Bignolas e Brentani (1979) e em
seguida foram coladas laminulas sobre elas, utilizando-se permount.

As imagens das laminas histologicas foram capturadas por meio do
fotomicroscopio Olympus BX61VS.

Essas imagens foram utilizadas, juntamente com as medidas morfométricas,
para indicar o tamanho do menor macho maduro e da menor fémea madura para
cada subespécie, para caracterizar a morfologia reprodutiva de machos e fémeas e
para evidenciar o crescimento folicular.

A partir destas, também foram tiradas medidas morfométricas com o auxilio
do programa ImageJ version 1.46 (RASBAND, 2011).

Para a realizacdo do estudo histolégico de microscopia eletrbnica de
varredura, as amostras que ja estavam em alcool 70%, foram submetidas a uma
desidratacdo de série etandlica de concentracdo crescente, passando por duas
séries de 15 minutos em &lcool 95% e trés séries de 15 minutos em alcool 100%.
Em sequéncia foram secas através do método de ponto critico, utilizando o didxido
de carbono como fluido de transicdo. ApOs isso o material entdo foi montado sobre
stubs utilizando-se fita adesiva dupla-face e cola de prata e coberto com banho de
ouro usando o sistema de sputtering.

As imagens foram analisadas e capturadas no microscépio eletrénico de
varredura FEI Quanta 250 e foram utilizadas para caracterizar a estocagem de
espermatozoides no utero.

Para os machos foram obtidas de cinco a dez medidas de cada estrutura a
fim de se obter uma média. As estruturas medidas foram: o didmetro dos tubulos
seminiferos e altura do epitélio seminifero nos cortes de testiculo, diametro dos
tubulos e altura do epitélio dos segmentos sexuais renais e o diametro e altura do

epitélio dos ductos deferentes.
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Para as fémeas foram obtidas medidas do epitélio da vagina e do infundibulo
posterior e do tamanho do tecido conjuntivo do infundibulo posterior com a finalidade
de quantificar a variacédo destas estruturas ao longo das estacdes.

Antes das analises estatisticas, todos os dados foram verificados quanto a
sua normalidade e homogeneidade de variancias, e diferengas significativas (quando
P < 0,05) foram analisadas pelo teste Post-hoc de Tukey. Estas analises foram feitas
com ajuda dos softwares Instat e Statistica verséo 7.

Para comparacfes entre fatores que apresentaram correlacdo nas analises
estatisticas preliminares, foram escolhidas analises de covariancia (ANCOVA), de
forma a eliminar o efeito do tamanho do corpo para cada variavel (MARTINS et al.,
2001). Para a realizacdo de todos os testes, estas varidveis morfologicas foram
transformadas em seu logaritmo natural (ZAR, 1999).

A construcdo de graficos que usaram ANCOVA foi feita a partir dos residuos
das regressoes lineares entre essas variaveis e 0 CRC. Os residuos foram utilizados
para eliminar a influéncia do tamanho do corpo sobre as variaveis de interesse
(MARQUES et al., 2006) e serviram apenas para ilustracdo dos ciclos.

Os graficos foram elaborados nos softwares Microsoft Office Excel 2010 e
Statistica 7.

Como o didametro macroscoépico dos ductos deferentes varia de acordo com a
producdo de espermatozoides, foi descartada uma possivel relacdo deste com o
CRC, sendo utilizadas entéo analises com o teste t para este parametro. As medidas
microscoépicas também foram testadas por teste t. Amostras ndo homogéneas foram
testadas com o teste ndo paramétrico Mann-Whitney.

Por conta do numero reduzido de espécimes e levando em consideracao
alguns autores (BARRIO-AMOROS; CALCANO, 2003; PIRES, 2011) neste trabalho,
os dados das subespécies M. |. helleri e M. I. lemniscatus foram somados, sendo
considerados com o nome Micrurus lemniscatus lemniscatus.

Os testes preliminares descartaram os valores do volume dos testiculos para
M. I. lemniscatus e a pequena quantidade de dados para M. |. diutius ndo passou
nos testes de homogeneidade, sendo assim estes parametros ndao puderam ser

considerados.
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3.3 RESULTADO

3.3.1 Dimorfismo e maturidade sexual

As medidas de machos e fémeas das Micrurus lemniscatus da Amazb6nia
apresentaram diferengas, sendo que as fémeas de Micrurus lemniscatus
lemniscatus apresentaram os menores valores de CRC da amostra (Figura 21A) e
os machos de Micrurus lemniscatus lemniscatus os maiores (Figura 21B). A

atividade sazonal da amostra (Figura 21C) atinge maiores valores na estacao seca.
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Figura 21 - Variagdo dos CRCs de fémeas e machos ao longo do ano e atividade sazonal
1200 A

1000

EM.LI
mM.lLd
200
0
Jul Ag

Jan Fev  Mar Abr  Mai Jun o Set Out Nov Dez

o0
5]

@
8

CRC das fémeas (mm)

£
3

1600 B

1400
1200

1000

mEM.LI
EM.Ld
600
400
200
0
Ago Set Qut  Nov Dez

Jan  Fev.  Mar Abr Mai Jun Jul

CRC dos machos (mm)
[e]
8

40 C

35

30

25

20 EM.LI

M.Ld
15

10

Numero de individuos da amostra

Seca Chuvosa

Fonte: (COETI, 2016).

Legenda: A) Comprimento rostro-cloacal das fémeas ao longo do ano; B) Comprimento rostro-cloacal
dos machos ao longo do ano; C) Atividade sazonal da amostra; M.l.I = Micrurus lemniscatus
lemniscatus, M.l.d = Micrurus lemniscatus diutius.
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As andlises estatisticas para Micrurus lemniscatus lemniscatus indicam que o

comprimento rostro-cloacal ndo apresenta diferenca significativa entre os sexos (t =

0.2630; gl = 65; P = 0.793; Tabela 4), assim como o comprimento da cabeca (Tabela

4), entretanto o comprimento relativo da cauda é significativamente diferente, sendo

maior nos machos (Tabela 4). O calculo do indice de dimorfismo sexual (SSD) para

esta subespécie foi de -0,02.

Tabela 4 - Dados morfolégicos dos machos e fémeas de Micrurus lemniscatus lemniscatus

Variavel Média + DP Minimo-Méximo N
CRC (mm) () oora - 2061 a2_w01 (B2
ce ) Weaszes T
Ceab (mm) (016874 o2 ® 23
Variavel Correlagéo ANCOVA N
Log CRC-Log CC r=0,952; P <0,01 F, 64y = 7,290, P = 0,008 67
Log CRC-Log Cab r=0,913; P <0,01 Fa,e4=1,308, P = 0,256 67

Fonte: (COETI, 2016).

Legenda: DP = desvio padrao, log = logaritimo natural, CRC = comprimento rostro-cloacal, CC

comprimento da cauda, Ccab = comprimento da cabeca.

As andlises para Micrurus lemniscatus diutius também mostram que

comprimento rostro-cloacal, ndo possui diferenca significativa entre os sexos (t

0.279; gl = 22; P = 0.782; Tabela 5), assim como comprimento relativo da cauda

(Tabela 5), entretanto o comprimento da cabeca apresenta uma diferenca

significativa, sendo maior nos machos (Tabela 5). O célculo do indice de dimorfismo

sexual (SSD) para esta subespécie foi de 0,02.
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Variavel Média + DP Minimo-Maximo N
(M) 744,0 £ 207,6 (M) 409 — 1051 (M) 13
CRC (mm) (F) 765,9 + 168,6 (F) 551 — 1036 (F) 11
(M) 65,3 + 15,8 (M) 41 — 91 (M) 13
CC (mm) (F) 66,9 + 19,8 (F) 38 — 100 (F) 11
(M) 21,456 (M) 12 — 31 (M) 13
Ccab (mm) (F) 19,3+ 4,9 (F) 12 - 26 (F) 11
Variavel Correlagéo ANCOVA
Log CRC-Log CC r=0,923; P <0,01 Fa, 21 = 0,580, P = 0,454 24
Log CRC-Log Cab r = 0,800; P <0,01 Fa,21)= 4,729, P = 0,041 24

Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: DP = desvio padrao, log = logaritimo natural, CRC = comprimento rostro-cloacal, CC =
comprimento da cauda, Ccab = comprimento da cabeca.

Os dados de maturidade sexual em M. I. lemniscatus indicam que o menor
macho sexualmente maduro da amostra foi encontrado na estacdo chuvosa e possui
461 mm de CRC, apresentando testiculo em regressdo e SSRs hipertrofiados,
evidenciados histologicamente na figura 22A e 22B. A menor fémea considerada
madura apresentou foliculos em V2 com 30,03 mm de comprimento e mediu 468
mm de CRC.

Ja o observado para maturidade sexual em M. |. diutius indica que o menor
macho sexualmente maduro da amostra foi encontrado na estagédo Seca, com 486
mm de CRC, apresentando testiculo em espermiacdo e espermatozoides no ducto
deferente, evidenciados histologicamente na figura 22D e 22E. A menor fémea
considerada madura apresentou foliculos em V2 com 16,91 mm de comprimento e
mediu 575 mm de CRC.
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Figura 22 - Cortes histolégicos transversais dos menores machos maduros de Micrurus lemniscatus
lemniscatus e Micrurus lemniscatus diutius

Fonte: (COETI, 2016).

Legenda: A) Tudbulos seminiferos de M. |. lemniscatus em regressédo; B) Corte do rim de M. I
lemniscatus evidenciando os SSRs hipertrofiados; C) Tubulos seminiferos de M. I. diutius
em estagio de espermiacéo; D) Ducto deferente de M. I. diutius com espermatozoides na
luz;, S = espermatozoides, Se = espermatides, Sg = espermatogbnias, Sp =
espermatoécitos; SSR = segmento sexual renal, L = luz.

3.3.2 Biologiareprodutiva dos machos

Os testiculos de Micrurus lemniscatus lemniscatus e Micrurus lemniscatus
diutius ndo apresentaram diferenca morfologica, possuindo um formato oval. O
testiculo direito € mais cranial que o esquerdo e localizam-se no terco caudal da

cavidade celomatica, como descrito para a maioria das serpentes (Figura 23).
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Figura 23 - Sistema urogenital masculino de M. |. lemniscatus e M. |. diutius

Fonte: (COETI, 2016).

Legenda: A) Sistema urogenital masculino, parte cranial, evidenciando Td = testiculo direito, Te =
testiculo esquerdo, Rd = rim direito, Re = rim esquerdo; B) Sistema urogenital masculino,
parte cranial, evidenciando os tdbulos seminiferos a olho nu e a glandula adrenal, C)
Sistema urogenital masculino, parte caudal, evidenciando o Rim e o Ducto Deferente
enovelado.

Para M. I. lemniscatus, a variagédo para o epitélio (t = 0,256, gl = 27, P = 0,799,
n = 29) e diametro (t = 0,499, gl = 27, P = 0,621, n = 29) dos tubulos seminiferos ndo

foi significativa ao longo das estacdes (Figura 24A e 24B).
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Figura 24 - Variacao do epitélio e diametro dos tubulos seminiferos de M. I. lemniscatus durante o

ano
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Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: A) Variacdo média do epitélio dos tubulos seminiferos, B) Variacdo média do didmetro dos
tubulos seminiferos.

Em relacdo ao rim direito, ndo houve diferengas significativas no comprimento
ao longo das estacdes (Figura 25A), porém a diferenca no diametro foi significativa
(Tabela 6). Os testes posteriores mostraram que o diametro do rim diferiu entre as

estacdes, sendo maior na estacdo seca (teste de Tukey: P = 0,04) (Figura 25B).

Tabela 6 - Dados estatisticos dos machos de Micrurus lemniscatus lemniscatus

Variavel Correlagéo ANCOVA N
Log CRC-Log Rc r=0,925; P<0,01 F@.33=0,223, P = 0,639 39
Log CRC-Log Rd r=0,900; P <0,01 F@, 33 = 3,407, P = 0,073 39

Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: log = logaritimo natural, CRC = comprimento rostro-cloacal, Rc = comprimento do rim, Rd=
diametro do rim.

A variacdo para a média do diametro (U = 53, P = 0,106, n = 30) e epitélio (U
=65, P = 0,807, n = 27) dos segmentos sexuais renais ndo foi significativa entre as

estacdes (Figura 25C e 25D).
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Figura 25 - Variagdo do comprimento e didmetro dos rins e do epitélio e diametro dos segmentos
sexuais renais de M. |. lemniscatus durante o ano
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Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: A) Variagdo do comprimento do rim, B) Variagdo do didmetro do rim, C) Variagdo média do
epitélio dos segmentos sexuais renais (SSRs), D) Variacdo média do didmetro dos SSRs.

A variacdo do diametro macroscépico dos ductos deferentes (t = 1,458, gl =
34, P = 0,154, n = 36; Figura 26A) nao foi significativa entre as estacdes, bem como
a variacdo microscopica do epitélio (t = 0,698, gl = 28, P = 0,490, n = 30; Figura 26B)
e do diametro (t = 0,510, gl = 28, P = 0,613, n = 30; Figura 26C).



76

Figura 26 - Variagdo do diametro e variagbes médias do epitélio e diametro dos ductos deferentes
de M. |. lemniscatus durante o ano
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Fonte: (COETI, 2016).

Legenda: A) Variacdo do didametro dos ductos deferentes, B) Variacdo média do epitélio dos ductos

deferentes, C) Variagdo média do didametro dos ductos deferentes.
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A analise histologica de M. I. lemniscatus evidencia producdo de
espermatozoides dentro dos tubulos seminiferos durante as duas estacfes (Figura
27A e 27D), sem diferencas aparentes na linhagem espermatica, exceto por um
individuo encontrado na estacéo chuvosa que apresentou testiculos em regressao.

Os SSRs estao hipertrofiados ao longo das duas estagcbes (Figura 27B e
27E), entretanto apresentam comparativamente maior tamanho e grau de secrecao
na estacao seca (Figura 27E)

Ha presenca de espermatozoides na luz dos ductos ao longo das estacdes
(Figura 27C e 27F) e presenca destes adjacentes ao epitélio dos ductos (Figura
27F). O individuo em regresséo foi 0o Unico a ndo apresentar espermatozoides no

ducto deferente.
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Fonte: (COETI, 2016).

Legenda: A), B) e C) = tdbulos seminiferos, SSRs e ductos deferentes na estac¢é@o chuvosa; D), E) e
F) = tdbulos seminiferos, SSRs e ductos deferentes na estacdo seca; S =
espermatozoides, Se = espermatides, Sp = espermatdcitos, Sg = espermatogdnias, SSR =
segmento sexual renal, seta = espermatozoides alinhados ao epitélio do ducto.
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A andlise histolégica de M. I. diutius evidencia producdo de espermatozoides
dentro dos tubulos seminiferos durante as duas estacdes (Figura 28A e 28D), sem
diferencas aparentes na linhagem espermatica. Os SSRs estdo hipertrofiados ao
longo das estacOes (Figura 28B e 28E) e espermatozoides estdo presentes na luz

dos ductos durante todo o ano (Figura 28C e 28F).
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Figura 28 - Cortes histoldgicos de testiculos, rins e ductos deferentes de M. I. diutius

Fonte: (COETI, 2016).

Legenda: A), B) e C) = tibulos seminiferos, SSRs e ductos deferentes na estacdo chuvosa; D), E) e
F) = Tdbulos seminiferos, SSRs e ductos deferentes na estacdo seca; S =
espermatozoides, Se = espermatides, Sp = espermatdécitos, Sg = espermatogoénias, SSR =
segmento sexual renal.
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3.3.3 Biologiareprodutiva das fémeas

As gbnadas femininas de M. I. lemniscatus e M. |. diutius ndo apresentam
diferencas morfologicas entre si.

Os foliculos em vitelogénese primaria (V1) para as Micrurus lemniscatus da
amazonia possuem um formato arredondado e na amostra mediram de 1,01 mm a
9,18 mm, ja os foliculos em vitelogénese secundaria (V2) sdo mais alongados e
fusiformes e mediram de 10,94 mm a 30,44 mm (Figura 29). Os ovos mediram de
36,93 mm a 51,54 mm, sendo encontrados no minimo 4 e no maximo 6 ovos por

fémea.

Figura 29 - Transi¢do do S|stema urogenltal femlnlno de M. |. lemniscatus e M. |. diutius

Fonte: (COETI, 2016).

Legenda: A) Fémea em estagio inicial de diferenciacdo folicular; B) FEmea em estagio final de
diferenciagédo folicular, C) Fémea gravida; In = infundibulo, V1 = foliculo em vitelogénese
primaria, V2 = foliculo em vitelogénese secundaria, O = ovo.
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A distribuicao dos foliculos em V1 ocorre ao longo de todo o ano, enquanto 0s
foliculos em V2 aparecem predominantemente na estacdo seca tanto para M. |.
lemniscatus quanto para M. |. diutius (Figura 30).

Fémeas gravidas ocorrem entre o final da estacdo seca e o comeco do
periodo chuvoso para M. I. lemniscatus e no meio da estacédo seca para M. |. diutius
(Figura 30).
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Figura 30 - Grafico de dispersado dos foliculos de M. |. lemniscatus e M. |. diutius
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Para M. |. lemniscatus a variacao do epitélio da vagina (t= 0,514, gl =14, P =
0,614, n = 16; Figura 31A), do epitélio do infundibulo (t = 0,119, gl = 11, P = 0,907, n
= 13; Figura 31B) e do tecido conjuntivo do infundibulo (t = 1,710, gl =11, P = 0,115,

n = 13; Figura 31C) néo foi significativa ao longo das estacdes.



Figura 31 - Crescimento epitelial e do tecido conjuntivo em fémeas de M. |. lemniscatus
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Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: A) Epitélio da vagina, B) Epitélio do infundibulo, C) Tecido conjuntivo do infundibulo.
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As analises histoldgicas da vagina desta subespécie mostram um alto grau de
secrecdo no lumen e bolhas de secrecdo saindo do epitélio na estacdo chuvosa
(Figura 32A) enquanto que a vagina da estacdo seca apresenta um epitélio
aparentemente mais espesso (Figura 32B). Ja as fotos do infundibulo posterior
evidenciam numerosas glandulas mucosas na estagéo chuvosa (Figura 32C) e uma
provavel regressao destas na estacao seca (Figura 32D).

Figura 32 - Cortes histoldgicos de vagina e infundibulo posterior de M. I. lemniscatus

st ORI B i
Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: A) e C) Vagina e Infundibulo na estac@o chuvosa, B) e D) Vagina e infundibulo na estagéo

seca; e = epitélio, s = secre¢cdo, Gm = glandula mucosa, L = luz, seta = bolha de secrecao
saindo das células epiteliais.

Para M. I. diutius as analises histolégicas da vagina mostram um epitélio
comparativamente mais espesso na estacdo seca (Figura 33B) do que na chuvosa
(Figura 33A). J4& as fotos do infundibulo evidenciam invaginacdes do epitélio,
formando receptaculos ciliados na estacdo chuvosa (Figura 33C) e presenca de

resquicios de receptaculos na estagao seca (Figura 33D).
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Figura 33 - Cortes histolégicos de vagina e infundibulo posterior de M. I. diutius

LD .’
ol =

Fonte: (COETI, 2016).
Legenda: A) e C) Vagina e infundibulo na estagdo chuvosa, B) e D) Vagina e infundibulo na estagdo
seca; e = epitélio, s = secrecdo, L = luz, R = receptéaculos ciliados.

3.3.4 Padrbes de estocagem nas fémeas

As subespécies amazbnicas apresentaram padrdes de estocagem de
espermatozoides semelhantes nas fémeas. O estudo histolégico mostra que estes
espermatozoides passam por invaginacdes do epitélio do Utero posterior (Figura 34A
e 34B) e sobem até o Utero anterior, onde podem ser estocados em pequenos
receptaculos ciliados (Figura 34C) ou adentrar o infundibulo posterior (Figura 34D).
Os espermatozoides devem ficar proximos aos cilios das células epiteliais, ao longo
do oviduto, como mostram as imagens de microscopia de varredura (34E e 34F).

A estocagem foi encontrada somente na estagao seca.
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3.3.5 Crescimento folicular

O estudo histologico dos foliculos mostra diferencas morfoldgicas ligadas ao
tamanho. Ao longo de seu crescimento incorporam vitelo que ocupa cada vez mais
espaco, compactando o epitélio seminifero que o envolve. O vitelo muda seu
formato, estando mais compacto nos foliculos V1 e mais interpolado em foliculos V2
(Tabela 7, Figura 35).

Tabela 7 - Medidas e aspecto dos foliculos das Micrurus amazénicas

Tamanho do epitélio

Tamanho do foliculo (mm) seminifero (mm)

Aspecto do vileto

A) 5,25 67,4 Compacto
B) 10,08 53,0 Compacto
C) 17,6 7,4 Interpolado

Fonte: (COETI, 2016)

Figura 35 - Cortes de foliculos de Micrurus da Amazénia

wrl 001

2 2 I

Fonte: (COETI, 2016).

Legenda: A) Foliculo atrésico; B) Foliculo em vitelogénese priméria; C) Foliculo em vitelogénese
secundéaria; V = vitelo, ef = epitélio seminifero, t = teca, mv = membrana vitelinica, p =
células piriformes, te = teca externa, ti = teca interna.
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Figura 36 - Resumo de estratégias reprodutivas encontradas nas fémeas e machos de M.
lemniscatus da Amazodnia

Chuvoso Seco Chuvoso

Atividade Testicular

Hipertrofia SSR 00 0 0 0 0 0 0 00 0 )

Vitelogénese

Espermatozoides no trato (A

reprodutivo feminino

Copula

Fonte: (COETI, 2016).

Legenda: * = periodos de regressao.

3.4 DISCUSSAO

As variacbes no tamanho do corpo em serpentes influenciam varias
caracteristicas da sua histdria de vida, como por exemplo, o tamanho dos ovos, 0
tamanho da prole, o tamanho da ninhada e a sobrevivéncia (FORD; SIEGEL, 1989).
N&o foram detectadas diferencas significativas no tamanho de machos e fémeas
para as Micrurus lemniscatus da Amaz6nia, porém em M. I. lemniscatus os machos
possuem a cauda relativamente maior, com indice de dimorfismo sexual negativo, o
que aproxima esta subespécie de outras espécies de triades do Brasil, como M.
frontalis e M. altirostris (MARQUES; PIZZATO; ALMEIDA-SANTOS, 2013). J&4 para
M. I. diutius o tamanho da cabeca do macho é relativamente e significativamente
maior que o da fémea e o0 seu SSD é positivo, demonstrando que estas subespécies
possuem algumas diferencas morfologicas, mesmo coexistindo no mesmo habitat
(MARTINS, MOLINA, 2008).

A existéncia de combate entre machos nestas subespécies néo foi

confirmada, porém ha ocorréncia desse ritual para a subespécie da Mata Atlantica,
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Micrurus I. carvalhoi, mesmo com o SSD positivo (MISSASSI et al., no prelo)3, o que
gera expectativas desse comportamento também nas subespécies amazénicas.

Os machos alcancam a maturidade sexual em tamanhos menores que as
fémeas, como visto para outras Micrurus (QUINN, 1979; JACKSON; FRANZ, 1981;
SOLORZANO; CERDAS,1988; MARQUES, 1996). Para toda a amostra de M.
lemniscatus da Amazoénia, 0 menor macho maduro (461 mm) foi amostrado no més
de dezembro, possuindo 200 mm a mais de diferenca do menor macho da amostra
(261 mm), coletado também em dezembro, esta pode ser a taxa de crescimento
relativo que os machos dessas duas subespécies possuem ao longo de 12 meses
(QUINN, 1979).

A menor fémea madura, com foliculos em V2 evidenciados histologicamente
como feito em Manes et al. (2007), foi também a menor fémea de Micrurus
lemniscatus deste trabalho a apresentar espermatozoides em seu oviduto, o que
confirma o tamanho de maturidade para as fémeas da espécie em torno de 468 mm.

Outro parametro que pode ser analisado através das datas de coleta dos
exemplares de museus € o padrdo de atividade que estes apresentam ao longo das
estacbes (MARQUES, 1996; MARQUES; ALMEIDA-SANTOS; RODRIGUES, 2006).
O gréfico de atividade sazonal para as Micrurus lemniscatus da Amazénia mostra
valores maiores para ambas as subespécies na estacdo seca, sendo este periodo o
de maior atividade para as Micrurus deste trabalho, ressaltando as diferencas
existentes no padrdo amazonico de atividade e no padrdo da Mata Atlantica para
este género (MARQUES; ALMEIDA-SANTOS; RODRIGUES, 2006).

Variagbes macroscopicas na anatomia do trato reprodutivo entre as duas
subespécies ndao foram observadas, porém ao longo do ano ocorreram variacoes
nos machos nos ductos deferentes, que em algumas estacdes estavam mais
enovelados e volumosos e nas fémeas nas pregas do infundibulo posterior que
ocupavam uma parte maior ou menor deste de acordo com a época do ano (SIEGEL
et al., 2011; ALMEIDA-SANTOS et al., 2014).

A falta de variagédo significativa ao longo do ano para o volume testicular,
didmetro e epitélio dos tubulos seminiferos em M. I. lemniscatus condiz com o
observado nas laminas histologicas, os machos possuem atividade espermatogénica

durante todo o ano. Foi observado somente um macho em regressao na estacao

8 MISSASSI, A. F. R,; COETI, R. Z; GERMANO, V. J.; ALMEIDA-SANTOS, S. M. Micrurus
lemniscatus carvalhoi (coral snake) male - male combat. Herpetological Review, 2016. No prelo.
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chuvosa (dezembro), como ocorreu no estudo de Goldberg (2004), também com um
anico macho de Micrurus nigrocinctus, porém neste caso a regressao ocorreu na
estacdo seca (mar¢o). Para M. |. diutius ndo foi observado nenhum testiculo em
regressdo, porém isto pode estar relacionado ao baixo numero de individuos
analisados ja que outros elapideos americanos como Micrurus nigrocinctus
(GOLDBERG, 2004), Micruroides euryxanthus (GOLDBERG, 1997) e Micrurus
fulvius (QUINN, 1979) parecem apresentar o mesmo padrdo, sendo assim é possivel
gue os machos de Micrurus lemniscatus da Amazonia estejam em espermatogénese
a maior parte do ano e entrem em regressdo durante um periodo de tempo muito
curto.

Para os parametros analisados a partir do rim direito em M. |. lemniscatus o
anico a ter diferenca significativa foi o diametro do rim que se mostrou maior na
estacdo seca, isto pode significar que, embora observe-se uma hipertrofia dos
segmentos sexuais renais ao longo de todo ano na amostra, uma maior quantidade
de SSRs hipertrofiados devem estar presentes nessa época para M. lemniscatus da
Amazbnia. Uma vez que a hipertrofia do SSR é coincidente a elevacdo de
andrégenos no plasma e também ao periodo de maior espermatogénese em muitas
espécies de serpentes (SCHUETT et al.,, 2002; SEVER et al., 2002; KROHMER,
2004), sugere-se que 0s machos estejam mais ativos na estacao seca, informacao
também corroborada pelo periodo de maior atividade sazonal encontrado neste
trabalho.

Os ductos deferentes apresentaram espermatozoides nas duas estacdes, nao
havendo diferengas significativas entre o tamanho do diametro ou epitélio
(QUINN,1979) entre as subespécies por estacdo, com excecdo do mesmo espécime
de M. I. lemniscatus. Esse macho apresentou regressao testicular, possuindo o
ducto vazio no més de dezembro, confirmando o fato de que este exemplar estava
em regressao como o encontrado por Goldberg (2004).

As fémeas de Micrurus lemniscatus da Amazonia ndo aparentam diferencas
morfoldgicas entre si, a Unica variacdo morfoldgica é aquela que ocorre ao longo das
estacdes, devido a vitelogénese que faz com que os foliculos crescam. Em alguns
individuos o tamanho dos foliculos influenciou a posi¢céo do infundibulo que aparenta
colapsar-se caudalmente, abrindo espaco para receber o foliculo em V2 na ovulacao
(SIEGEL et al., 2011).
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De acordo com o proposto por Manes et al. (2007), para o estudo da
morfologia microscépica de foliculos, em Micrurus lemniscatus os foliculos so6
alcancam a vitelogénese secundaria em tamanhos maiores que 10 mm.

A presenca de espermatozoides no oviduto foi observada durante a estacao
seca em fémeas das duas subespécies, ambas as fémeas possuiam foliculos em
V2, porém a fémea de M. |. lemniscatus foi a menor fémea madura, com 468 mm de
CRC e dois foliculos vitelogénicos medindo cerca de 30 mm. Essa fémea
provavelmente estava em seu primeiro periodo reprodutivo, como observado para
Micrurus fulvius por Jackson e Franz (1981). A fémea de M. I. diutius apresentou
foliculos medindo por volta de 16,91 mm, este fato indica que os espermatozoides
encontrados nela estavam estocados aguardando o crescimento folicular, o que
sugere a estocagem de espermatozoides em fémeas de Micrurus lemniscatus
amazonicas, assim como visto para outras espécies de serpentes (SIEGEL et al.,
2011; ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 2015).

3.5 CONCLUSOES

Os machos de Micrurus lemniscatus lemniscatus e Micrurus lemniscatus
diutius apresentam ciclo reprodutivo similar, produzem espermatozoides durante
todo o ano, porém o fato de haver um curto periodo de regressdo em M. |.
lemniscatus classifica seu ciclo como continuo ciclico, o qual pode diferir do ciclo de
M. I. diutius por ndo apresentar, até o momento, regresséo especifica da linhagem
espermatogénica. Porém, comparando-se a outros padrbes encontrados em
Micrurus é certo afirmar que este ciclo seja também continuo ciclico.

As fémeas de Micrurus lemniscatus lemniscatus e Micrurus lemniscatus
diutius possuem seu periodo de vitelogénese na estacao seca, podendo se estender
até o comeco da estacao chuvosa em M. I. lemniscatus. Na estacdo seca as fémeas
encontram-se receptivas e podem estocar espermatozoides caso ainda nao
possuam foliculos em vitelogénese secundéaria suficientemente grandes para a
fecundacdo. Levando em consideracdo a duracdo extensa do periodo de

vitelogénese, nesta espécie o ciclo reprodutivo das fémeas é classificado como

estendido.
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A analise separada dos ciclos das duas subespécies possibilitou a conclusao
de que sdo ciclos muito semelhantes, ndo havendo até o momento diferencas
reprodutivas suficientes que embasem a separacdo dessas subespécies em
espécies diferentes. Assim o ciclo reprodutivo de Micrurus lemniscatus da Amazoénia
€ sazonal sincrénico.
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4 CONCLUSOES GERAIS

A comparagédo entre os ciclos reprodutivos de Micrurus lemniscatus carvalhoi
da Mata Atlantica e Cerrado e Micrurus lemniscatus da Floresta Amazonica
evidencia que estes apresentam diferencas consideraveis. As fémeas de Micrurus
lemniscatus carvalhoi possuem um periodo restrito de vitelogénese enquanto as
amazonicas mostram um periodo estendido desse processo. Os machos de M. |I.
carvalhoi apresentam pico de producdo espermatica em uma estacdo, enquanto que
0S machos amazoénicos produzem espermatozoides durante o ano todo, com um
curto periodo de regressdo. Porém a cépula em M. I. carvalhoi ocorre no outono e
inverno e a copula em M. lemniscatus se estende durante a estagdo seca,
ocorrendo, portanto, em meses coincidentes. Assim, é provavel que o habitat esteja
influenciando o ciclo dessas subespécies, alongando o periodo dos eventos
reprodutivos nas amazobnicas, 0 que pode gerar uma barreira reprodutiva e futura

especiacao entre elas.





