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RESUMO

SUEIRO, L. R. Custos reprodutivos em Crotalus durissus (Serpentes, Viperidae) do
Estado de S&o Paulo, Brasil. 2013. 103 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de So Paulo, Séo Paulo, 2013.

A reproducdo € custosa para ambos 0s sexos, mas a magnitude dos gastos e sua rela¢cdo com o
sucesso reprodutivo difere substancialmente entre machos e fémeas. Os custos reprodutivos
podem ser divididos em duas categorias: custos associados a sobrevivéncia e custos
energéticos. Os custos associados a sobrevivéncia sao aqueles que interferem na
probabilidade de sobrevivéncia de organismos reprodutivos. Os custos associados a
fecundidade influenciam a energia disponivel para o futuro evento reprodutivo de um
organismo. Crotalus durissus possui um ciclo reprodutivo sazonal, no qual o inicio da
deposicdo de vitelo nos foliculos ovarianos ocorre no fim do verdo. A copula ocorre no
outono, a estocagem de espermatozoide se estende durante inverno, o término da deposicdo de
vitelo nos foliculos ovarianos e a fertilizacdo acontecem na primavera e, por fim, a parturicdo
é observada ao final no verdo. Os machos exibem competicédo intraespecifica evidenciada em
rituais de combate com a finalidade de acessar fémeas receptivas que liberam particulas de
feromonios (vitelogenina) no ar. A inferéncia de custos reprodutivos associados a
sobrevivéncia foi realizada por meio de levantamentos das taxas de atividade entre machos e
fémeas como pardmetro indicativo de maior riso de mortalidade. Fémeas requerem um
investimento energético para darem inicio ao periodo reprodutivo. Os lipideos provenientes
do estoque de corpos de gordura abdominal sdo acumulados no figado e consumidos durante
o ciclo dos foliculos ovarianos e esta é a fase mais custosa da reproducdo, quando ocorre a
transformacdo da gordura abdominal em vitelo. A variagdo da quantidade de gordura
abdominal e dos substratos energéticos do figado e dos rins foi avaliada para mensurar o custo
energético da reproducdo em C. durissus. Os resultados obtidos nesse trabalho revelam que as
estratégias reprodutivas adotadas por fémeas C. durissus exigem um alto investimento
energético — evidenciado pelos maiores niveis de gordura abdominal e de lipideos no figado
durante a fase vitelogénica, que séo utilizados para custear a sinalizagdo do estro na estacao
reprodutiva, a ovulacdo e durante toda a prenhez para nutrir os embrides. Além disso, o
padrdo de atividade diferenciada entre machos e fémeas que as taticas reprodutivas exercidas
pelos machos, durante o outono, elevam a taxa de avistamento, pois durante essa estacéo, 0s
machos realizam a procura prolongada pela fémea, combate e cépula. Para o padréo
encontrado na primavera e verdo, 0 maior nimero de fémeas pode estar relacionado ao
processo vitelogénico e a prenhez, fatores que incrementam a massa corporea, aumentam a
taxa de termorregulacdo, consequentemente, tornando-as menos habeis para escapar de
predadores, sendo entdo mais avistadas. Durante o inverno, o resultado pode ser atribuido as
menores temperaturas recorrentes durante a estacdo, forcando, machos e fémeas a
permanecerem em abrigos para diminuir os gastos com deslocamentos, dada a condicédo
ectotérmica dos répteis.

Palavras-chave: Serpentes. Custo reprodutivo. Sobrevivéncia. Gordura abdominal.
Cascaveis.



ABSTRACT

SUEIRO, L. R. Reproductive costs in Crotalus durissus (Serpentes, Viperidae) from Sao
Paulo State, Brazil. 2013. 103 p. Ph. D. thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2013.

Reproduction is costly for both sexes, but the magnitude of spending and the relation to
reproductive success differs substantially between males and females. Reproductive costs can
be divided into two categories: costs associated with survival and energy costs. The costs
associated with survival are those that affect the probability of survival of reproductive
organisms. Costs associated with fertility influence the energy available for future
reproductive event. Crotalus durissus has a seasonal reproductive cycle in which the
beginning of the yolk deposition in ovarian follicles occur in the late summer, and mating
occur in autumn, the sperm storage extends during winter the end of yolk deposition in
ovarian follicles and fertilization occurs in spring. Finally, the birth is observed at the late
summer. Males exhibit intraspecific competition evidenced in ritual combat with the purpose
of access to receptive females release pheromones particles (vitellogenin) in the air. The
inference of reproductive costs associated with survival was accomplished through surveys of
activity rates between males and females, as na indicative of higher mortality risk. Females
require a high energy investment to initiate the reproductive period. Lipids from the
abdominal fat accumulates in the liver and are consumed during the cycle of ovarian follicles
and this is the most costly phase of reproduction, when abdominal fat is shifted in yolk. The
variation of the amount of abdominal fat and energetics substrates liver and kidneys were
evaluated to measure the energy cost of reproduction in C. durissus. The results of this study
shows that the reproductive strategies adopted by females Crotalus durissus require a high
energy investment - evidenced by the higher levels of abdominal fat and lipids in the liver
during vitellogenic phase, which are used to signal estrus in the reproductive season,
ovulation and throughout pregnancy to nourish the embryos. Moreover, the pattern of activity
differentiated between males and females reproductive tactics adopted by males during
autumn, increase the rate of sighting, because during this season, the males perform a
prolonged search by females, fighting and mating. For the pattern found in spring and
summer, many females may be related to pregnancy and vitellogenic process, factors that
increase body mass, and the thermoregulation rate, thus making them less able to escape
predators, and then more sighted. During the winter, the result can be attributed to lower
temperatures during this season, forcing males and females to remain in shelters to decrease
moviments spending, given the ectothermic condition in reptiles.

Keywords: Snakes. Reproductive cost. Survival. Abdominal fat. Rattlesnakes.
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CAPITULO 1 - CUSTO ENERGETICO DA REPRODUCAO EM CROTALUS
DURISSUS (SERPENTES, VIPERIDAE), DO ESTADO DE SAO PAULO, BRASIL

1.1 Introdugéo

A ligacdo entre o balanco de energia e reproducdo decorre do principio unificador da
biologia, a teoria sintética da evolucdo. Os mecanismos fisiologicos observados nas
populacbes viventes sdo resultado da acdo da selecdo natural na variacdo genética aleatdria
das populacdes ancestrais. Assim, 0s mecanismos de controle do consumo e do
armazenamento de energia existem porque estes mecanismos foram herdados e permitiram a
sobrevivéncia dos organismos até a maturidade sexual, conferindo entdo uma vantagem
reprodutiva (DERICKSON, 1976; SCHINEIDER, 2004).

Durante a evolugdo recente dos organismos, a habilidade de estocar quantidades
significativas de energia dentro e fora do corpo, permitiu 0 engajamento em outras atividades
que possibilitaram o sucesso reprodutivo. Assim, a habilidade de monitorar a energia externa
(disponibilidade de presas) e interna (estoque de gordura abdominal, por exemplo)
disponiveis sdo o elo central entre balango energético e a reproducdo. Tal habilidade permitiu
aos animais priorizarem suas opg¢des comportamentais de acordo com as flutuacbGes das
condicdes energéticas e reprodutivas (SCHNEIDER, 2004).

Sabe-se que em animais, 0s recursos para suprir as demandas das variacdes dos
aspectos da historia natural — crescimento, sobrevivéncia e reproducdo - sdo estocados sob
diferentes formas bioquimicas (POND, 1981; SANTOS; LLORENTE, 2004). Nos
vertebrados, a forma mais recorrente de estocagem de energia é representada pela reserva de
gordura, muito relevante também para hibernacdo e migracdo (SANTOS; LLORENTE, 2001,
2004).

Embora para muitos lagartos a cauda seja um importante 6rgao de armazenamento de
gordura, como observado em Mabuya dissimilis e em Morethia bouleneri (CHAPPLE;
SWAIN, 2002), para as serpentes, a forma mais ostensiva de reservas energéticas, €
encontrada nos estoques de gordura abdominal. Os corpos de gordura abdominal possuem
concentracdes elevadas de lipideos, os quais constituem biomoléculas de alto valor calorico (9
kcal/g), torando-os eficientes fontes de reserva energética para subsidiar inimeros processos
metabdlicos dentre os organismos (SCHERIDAN, 1994).

As serpentes, bem como outros animais ectotérmicos, sdo classificadas como “capital

breeders” — ndo se reproduzem até acumularem energia suficiente para custear a reproducao;
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ou seja, hd uma dissociacdo temporal para a aquisi¢cdo de energia e o periodo reprodutivo
(BONNET et al., 1998).

Assim sendo, em muitas espécies de serpentes, as fémeas requerem um investimento
energético para darem inicio ao periodo reprodutivo (SIEGEL; FORD, 1987), e em
viperideos, a reprodugdo ocorre em anos alternados, e em alguns casos uma vez a cada trés
anos ou mais (ALMEIDA-SANTOS, 2000; DILLER; WALLACE, 1984).

Muitos pesquisadores tém questionado que bienalidade na reproducdo das fémeas de
serpentes seja determinada geneticamente e sugeriram que a frequéncia reprodutiva ocorre em
funcdo reservas de gordura disponiveis (ALDRIDGE, 1979; BLEM, 1982; BROWN, 1991;
MACARTNEY; GREGORY, 1988; WHITTIER; CREWS, 1990). Esse é o padrdo descrito
para as Viperas aspis, cuja frequéncia reprodutiva é determinada principalmente por uma
combinacdo de fatores como a disponibilidade de alimentos, as reservas de gordura, duragédo
da estacdo reprodutiva e estrutura populacional (BLEM, 1982; SEIGEL; FORD, 1987).

Em vertebrados ectotérmicos, a quantidade de gordura estd relacionada ao
metabolismo das gonadas. Os lipideos provenientes do estoque de corpos de gordura
abdominal sdo acumulados no figado e consumidos durante o ciclo dos foliculos ovarianos
(BONNET, 2011; JANEIRO-CINQUINI et al., 1995; TELFORD, 1970) e esta é a fase mais
custosa da reproducdo, quando o vitelo é depositado nos foliculos por meio da transformacéao
da gordura do corpo mediada pela vitelogenina (CREWS; GARSTKA, 1982).

A utilizacdo da gordura abdominal para a vitelogénese ja foi relatada para varias
espécies de serpentes (ALDRIDGE et al., 2003; BONNET, 2011; MATHIES, 2011;
PRESTT, 1971; TINKLE, 1962). Essa mudanca metabdlica no tecido adiposo ocorre no
figado. Entdo h& de se esperar que em espécies com ciclo reprodutivo sazonal, o figado
metabolize os lipideos durante a fase reprodutiva (vitelogénica). E esse processo pode ser
detectado pelas variacbes morfoldgicas do figado evidenciado pela variacdo do nimero de
vacuolos indicativos de deposicdo de lipideos e um aumento da massa do figado como foi
observado antes da ovulagdo em Trimeresurus flavoviridis (YOKOYAMA,; YOSHIDA,
1994).

Entretanto, em serpentes com periodo reprodutivo prolongado — aproximadamente
nove meses de vitelogénese secundaria, as alteracdes morfoldgicas do figado sdo menos
evidentes, provavelmente por que ha producdo de vitelo durante a maior parte do ano
(FOWLER, 1989). Esse fendmeno foi observado também em Waglerophis merremii,
Xenodon neuwiedii (PIZZATO; JORDAO; MARQUES, 2008) e Tomodon dorsatus
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(BIZERRA; MARQUES; SAZIMA, 2005) espécies que apresentam periodo vitelogénico
prolongado.

A vitelogenina ainda é responsavel pela sinalizacdo do estro nas fémeas. Essa
lipofosfoproteina € disponibilizada na corrente sanguinea durante a fase vitelogénica e €
permeada entre as escamas atuando como um feromOnio para atrair e estimular os
comportamentos sexuais dos machos. Logo ap6s ecdise de fémeas reprodutivas, essa
sinalizacdo torna-se mais evidente; fato comprovado pela observacéo de copulas entre machos
e fémeas que trocaram de pele recentemente (ALDRIDGE; DUVALL, 2002; BROWN, 1995;
MARQUES et al., 2009; SHUETT, 1992).

Madsen et al. (1993) relatam para Vipera berus, que o sucesso da copula (nimero de
copula por machos) aumenta com a distdncia percorrida pelos machos. A taxa de
movimentacdo dos machos durante o periodo reprodutivo aumenta em relacdo ao periodo ndo
reprodutivo (PRESTT, 1971; SECOR, 2002). Esse esfor¢o de procura pode ser custoso em
termos energéticos para os machos (ALDRIDGE; DUVALL, 2002). Em Coluber viridiflavus
o indice de condicao corporea (medida da gordura estocada) diminuiu drasticamente durante o
periodo reprodutivo (BONNET; NAULLEAU, 1996).

Além dos custos energéticos impostos pela procura ativa de fémeas, os machos
também se alimentam menos durante a estacdo reprodutiva, como observado por Martin
(1992) em Crotalus horridus. Dentro do repertdrio reprodutivo dos machos de algumas
espécies de serpentes, hd competicdo intrasexual, na forma de rituais de combate, fato que
incrementa 0s custos energéticos e de sobrevivéncia dos machos associados ao periodo
reprodutivo (ALDRIDGE; DUVALL, 2002; CARPENTER, 1984; PIZZATTO et al., 2006).

O ciclo reprodutivo masculino pode ser inferido pelo aumento do comprimento, do
volume e da massa dos testiculos, que reflete a intensa atividade espermatogénica
(SCHUETT, 2002). H& relatos de que o gasto energético para a producdo dos gametas
masculinos néo é trivial, refletido por uma consideravel perda de massa corporea durante o
periodo de espermatogénese (OLSSON; MADSEN; SHINE, 1997).

Além da producdo de gametas, machos de serpentes podem desenvolver caracteres
sexuais secundarios (ALDRIDGE; DUVALL, 2002). O mais evidente caracter sexual
secundario € o segmento sexual renal (SSR), que constitui-se de uma parte dos tabulos
contorcidos distais do néfron, presente em de répteis squamatas. Essa estrutura € estimulada
por hormdnios esterdides, que propiciam a sintese de granulos de secrecdo eosinofilica
(SEVER et al., 2002). Geralmente, a atividade espermatogénica € concomitante ao aumento
do SSR durante a época reprodutiva (KROHMER, 2004; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS,



15

2008). Entretanto, a avaliacdo das alteracdes do SSR e do volume testicular das cascavéis
neotropicais nunca foram realizadas até entdo, deixando assim, uma lacuna na compreenso
integrada do ciclo reprodutivo dos machos com as demandas energéticas requeridas durante o
processo reprodutivo.

Tais exigéncias comportamentais e fisioldgicas vivenciadas por machos e fémeas de
serpentes viperideas requerem grande consumo de energia disponivel em estoques de gordura
adquiridos ao longo do periodo néo reprodutivo, entretanto, essa hipdtese tem recebido pouca
atencdo para as espécies tropicais (ALDRIDGE; DUVALL, 2002; ALDRIDGE et al., 2003;
MATHIES, 2011).

Serpentes sdo modelos excelentes para analisar as implicacdes do estoque de gordura
no metabolismo, pois para esse grupo de répteis, a evolucdo favoreceu a estocagem de
gordura com “combustivel” para o esfor¢o reprodutivo. Além disso, serpentes apresentam
uma plasticidade reprodutiva considerdvel, permitindo testar a dindmica de lipideos no
contexto reprodutivo. (BEAUPRE; DUVALL, 1998; POUHG, 1980; SEIGEL; FORD, 1987).

A relacdo entre a quantidade de reserva energética (gordura abdominal) e o “output”
reprodutivo € muito complexa e varia entre as espécies (AUBRET et al., 2002). No entranto,
comparagOes dos estoques de gordura abdominal antes e depois da reproducdo em serpentes
tém sido relatadas na literatura mais recentemente (MADSEN; SHINE, 2000; SANTQOS;
LLORENTE, 2004; SHINE; MASON, 2005) e é oObvio que 0s organismos ndo podem
reproduzir-se na auséncia total de reservas energéticas (FRISH, 1978), porém o custo
energético da reproducdo ainda nao foi pesquisado para nenhuma espécie neotropical.

A espécie Crotalus durissus neotropical apresentam-se como uma das espécies mais
intensivamente estudas sob o contexto ecoldgico e da histéria natural, destacando-se como um
potencial modelo para as interpretacfes evolutivas das estratégias reprodutivas (ALMEIDA-
SANTOS et al., 2004; ALMEIDA-SANTOS, 2005; BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-
SANTOS, 2012; BEAUPRE; DUVALL, 1998). As fémeas de Crotalus durissus reproduzem
por viviparidade e apresentam um ciclo reprodutivo marcadamente sazonal, no qual o inicio
da deposicao de vitelo nos foliculos ovarianos ocorre no fim do verdo. A copula ocorre no
outono, a estocagem de espermatozoides se estende durante inverno. O término da deposi¢ado
de vitelo nos foliculos ovarianos e a fertilizagdo acontecem na primavera e, por fim, a
parturicdo € observada ao final no verdo (ALMEIDA-SANTOS, 2005). Esta sequéncia de
eventos pode ser avaliada sazonalmente.

Dessa forma o objetivo desse trabalho € avaliar o ciclo de gordura, as alteragdes

morfologicas do figado, dos rins e a mensuracao dos substratos energéticos utilizados durante
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0s principais eventos reprodutivos de Crotalus durissus. Além disso, disponibilizar pela
primeira vez, dados fundamentais para a compreensao das necessidades energéticas de um dos

aspectos mais relevantes da histéria de vida de serpentes.
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3 CONCLUSOES GERAIS

A reproducdo é custosa para ambos 0s sexos, no entanto, os valores revelados por este
trabalho sugerem que as fémeas passam por processos reprodutivos mais dispendiosos
energeticamente. H& uma mobilizagdo dos substratos energéticos (gordura abdominal) para o
figado, o qual passa por alteragdes da massa e alteragdes histologicas que podem ser
atribuidas ao processo vitelogénico. Essa mobilizacdo ocorre na transicdo da vitelogénese
priméaria para vitelogénese secundaria, e posteriormente, dos foliculos vitelogénicos para os
embrides (APENDICE). Os indices lipossomatico, hepatossomético e “renalssomatico”
mostraram-se estimadores precisos da mobilizacdo dos substratos energéticos tanto para 0s
machos como para as fémeas, ao longo da estacdo reprodutiva, confirmando ser a extracao
lipidica uma ferramenta que pode ser utilizada para inferir a dindmica de lipideos nos
diferentes tecidos de C. durissus.

Os machos estocam mais gordura abdominal durante o verdo, estacdo que precede a
copula e outros eventos reprodutivos e é a estacdo na qual se observa o pico de
espermatogénese. Além disso, a massa relativa dos rins e a concentracdo de lipideos renais
apresentaram significativamente maiores valores e a histologia do segmento sexual renal
(SSR) apresentou um aumento vis[ivel da producdo dos granulos secretores no epitélio
durante o outono, indicando dessa forma, que os comportamentos e as alteracdes fisioldgicas
associadas a reproducdo em machos de C. durissus sdo energeticmanete dispendiosos. Ja nas
fémeas ndo foi detectado nenhuma regido hipertrofiada dos rins, e a histologia renal nédo
revelou variagdes ao longo do ano.

O padrdo de atividade de machos de C. durissus é alterado em decorréncia do
repertério comportamental do sistema de acasalamento adotado, como procura prolongada por
fémeas e competicdo intraespecifica (rituais de combate), observadas no outono, levando-os a
ficarem mais expostos e consequentemente mais avistados. E em consequéncia disso, machos
maduros sexualmente causam mais acidentes crotélicos, observados durante o verdo e o
outono. Para fémeas as variacbes do padrdo de atividade provavelmente decorrem das
alteracbes metabolicas e comportamentais observadas durante a vitelogénese secundaria e da

prenhez, ja que uma maior propor¢éo de fémeas foi observada durante a primavera.
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