LIGIA GRAZZIELY DOS SANTOS AMORIM

Atividade reprodutiva de Bothrops insularis: investigando a

intersexualidade

Sao Paulo
2021



LIGIA GRAZZIELY DOS SANTOS AMORIM

Atividade reprodutiva de Bothrops insularis: investigando a

intersexualidade

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pos-Graduacao em Anatomia dos Animais
Domésticos e Silvestres da Faculdade de
Medicina Veterinadria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo para a
obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias.

Departamento:

Cirurgia

Area de concentracio:
Anatomia dos Animais Domésticos e
Silvestres

Orientador:
Prof. Dra. Selma Maria de Almeida Santos

Sao Paulo

2021



Autorizo a reproducao parcial ou total desta obra, para fins académicos, desde que citada a fonte.

DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGAO NA PUBLICACAO

(Biblioteca Virginie Buff D’Apice da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo)

T. 4090 Amorim, Ligia Grazziely dos Santos
FMVZ Atividade reprodutiva de Bothrops insularis: investigando a intersexualidade / Ligia
Grazziely dos Santos Amorim. — 2021.
58 f. :il.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia. Departamento de Cirurgia, Sdo Paulo, 2021.

Programa de P6s-Graduagdo: Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres.
Area de concentragdo: Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres.

Orientadora: Profa. Dra. Selma Maria de Almeida Santos.

1. Reproducdo. 2. Serpentes. 3. Estratégias reprodutivas. 4. Intersexo. 5. Hemipénis. I.
Titulo.

Ficha catalogréfica elaborada pela bibliotecaria Maria Aparecida Laet, CRB 5673-8, da FMVZ/USP.



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO @

Comissao de Etica no Uso de Animais =

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Atividade reprodutiva de Bothrops insularis: Investigando a intersexualidade in situ",
protocolada sob o CEUA n? 8732220119 (b 006229), sob a responsabilidade de Selma Maria de Almeida Santos e equipe; Ligia
Grazziely dos Santos Amorim - que envolve a producdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de
8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (CEUA/FMVZ) na reunido de 07/03/2019.

We certify that the proposal "Male and female activity reproductive of Bothrops insularis: investigating intersexuality in situ",
utilizing 200 Reptiles (males and females), protocol number CEUA 8732220119 (i oo6229), under the responsibility of Selma Maria
de Almeida Santos and team; Ligia Grazziely dos Santos Amorim - which involves the production, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the School of Veterinary Medicine and Animal Science (University of Sao Paulo) (CEUA/FMVZ) in the meeting of 03/07/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 03/2019 a 02/2021 Area: Anatomia dos Animais Domésticos E Silvestres

Origem: Instituto Butantan

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 0a 20 anos N: 200
Linhagem: Bothrops insularis Peso: 0a3000g

Local do experimento: Ilha da Queimada Grande

Sao Paulo, 27 de novembro de 2019

N~
(Ol Teato—
Profa. Dra. Anneliese de Souza Traldi Roseli da Costa Gomes
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais Secretaria
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo de Sao Paulo

Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva, 87, Cidade Universitéria: Armando de Salles Oliveira CEP 05508-270 Sao Paulo/SP - Brasil - tel: 55 (11) 3091-7676
Horério de atendimento: 22 a 52 das 7h30 as 16h : e-mail: ceuavet@usp.br
CEUA N 8732220119



FOLHA DE AVALIACAO

Autor: AMORIM, Ligia Grazziely dos Santos

Titulo: Atividade reprodutiva de Bothrops insularis: investigando a

intersexualidade

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pos-Graduacao em Anatomia dos Animais
Domeésticos e Silvestres da Faculdade de
Medicina Veterinadria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo para obtencéo
do titulo de Mestre em Ciéncias.

Data: / /

Banca Examinadora
Prof. Dr.
Instituicéo: Julgamento:
Prof. Dr.
Instituicéo: Julgamento:
Prof. Dr.

Instituicao: Julgamento:




DEDICATORIA

Dedico este trabalho ao meu amado filho, Manoel Amorim Viudes de Abreu.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, por todo apoio, amor e carinho. Meu pai Paulo, minha méae
Glaucia, meus irmdos, Tamires, Matheus, Isaac e Kalil, por simplesmente existirem.

A Selma Maria de Almeida Santos pela orientacdo (desde que eu era bem
pequenininha), aprendizados e por todas as oportunidades, minha eterna gratidao.

A minha querida e amada amiga Valquiria de Oliveira, por simplesmente TUDO.
Pela paciéncia, pela amizade, pelas longas horas no telefone, pelos cafés, pelo teto,
pelas noites mal dormidas, pelas visitas, por sempre levantar meu astral e me
incentivar em todas minhas escolhas (quase todas...rs). Vocé foi peca fundamental
para o desenvolvimento deste trabalho. Minha divida vai se estender por algumas
vidas. Muito obrigada com todo o meu coracdo. Vocé sempre sera minha eterna
duplinha.

Ao meu amigo irmao, Fabiano Morezi de Andrade, por percorrer todo o caminho
desde o PAP ao meu lado, onde nasceu uma grande amizade, respeito e muito amor.
Obrigada por embarcar nas minhas loucuras sempre muito disposto, pelas trilhas, pela
companhia nos tempos de CRUSP, por sempre fornecer seu ombro amigo nos
momentos que eu mais precisei. Gratiddo eterna por Deus te colocar na minha vida.

Ao meu querido amigo e coorientador Marcelo Duarte, por todos o0s
ensinamentos, por todos os cafezinhos e conversas em sua sala, por fornecer seus
preciosos dados que por sinal sem ele, esse trabalho néo existiria. Minha eterna
gratidado por tudo! Vocé estard sempre em meu coracao.

A Andressa Barreto, amiga que o PAP me deu e que levarei por toda a vida,
por todos 0S momentos que passamos juntas, por ser sempre tdo doce e me apoiar
sempre.

As minhas amigas Vanessa e Vanuza (super gémeas), por resolver todos os
problemas em surf, pizza e cerveja!

Ao meu parceiro, responsavel pelo presente mais lindo que a vida me deu
(nosso filho Manoel), por sempre puxar minha orelha e me incentivar a crescer e lutar
pelos meus objetivos, que por mais que seja enérgico, sempre me impulsionou para

frente. Sou grata por tudo.



Ao Programa de Pds-Graduacdo em Anatomia dos Animais Domésticos e
Silvestres da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o
Paulo pela formacao e toda a oportunidade de crescimento nos ultimos anos.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de
Financiamento 001. Processo n° 88882.327848/2019-01.

Ao Instituto Butantan por todo conhecimento, suporte e infraestrutura.

Ao Laboratério de Ecologia e Evolugdo — LEEV e ao Museu Biologico do
Instituto Butantan pelo fornecimento dos espécimes para estudo deste trabalho.

Ao Otavio Marques, que ha muito tem minha admiracao! Obrigada por todos os
ensinamentos e por abracar nossas ideias em prol da educagéo ambiental.

A todos do laboratério, a Poly, Adriano Fellone, Andressa Barreto, Diego Mota,
Kelly Kishi (Kelly Kee, por cuidar da minha pupila e de meus netinhos), Kalena Barros,
Rafaela Coeti, Rebeca Khouri, Serena Migliore, Tatiane Lima, pela amizade, pelos
ensinamentos e diversdo nos ultimos anos. Também muito agradecido ao Bruno
Costa, Cibele Barbarini, Cintia Fugiwara, Dani Amorim, Eletra de Souza, Eliton Vieira,
Erick Bassi, Esther Salgado, Gabizinha, Karina Banci, Lucas Henrique, Myriam
Calleffo, Natalia Vieira, Rafaella Jurkfitz, Silara Batista por todo o tempo que
compartilhamos.

Aos demais colegas do Laboratério de Ecologia e Evolugdo do Instituto
Butantan. Cristiene Martins, Darina, Dona Maria, Marta, Regina e Dona Vera. Muito
obrigado a todos.

A Veterinaria Viviane Garcia, por fazer todo o acompanhamento gestacional da
minha pupila, que foi essencial para o desenvolvimento deste trabalho. Aprendi muito
com vocé. Muito obrigada.

Ao Laboratério Especial de Cole¢cbes Zooldgicas — LECZ pela preparacdo de
estruturas de espécimes deste trabalho.

Ao Weverton Azevedo, pela amizade, pelas fotos na super macro, por todas a
consideracdes, pelas caipirinhas e longas conversas sobre a origem do universo.

Ao Arthur Abegg, pela amizade, pelos “pedal.”, e por sempre me lembrar que
devo cortar os carboidratos. Muito obrigada por tudo!

Ao Centro de Estudos de Animais Peconhentos — CEVAP pela oportunidade de

ter avaliados os espécimes em cativeiro.



Ao ICMBIio ndo somente por toda a infraestrutura e apoio em todas as
expedicdes, mas por ser o inicio de tudo, desde minha introducéo na herpetologia até
minha formagé&o académica.

Ao Carlos Renato de Azevedo, antigo chefe da ARIE, que sempre me
incentivou a seguir com os estudos. Agradeco pela amizade e toda a trajetéria que
seguimos juntos na Queimadona. Meus mais sinceros muito obrigada!

A Adriana Melo Magalh&es, analista ambiental, que sempre me apoiou em tudo,
sempre muito doce e amavel.

Ao Marcelo de Madeiros, piloto de embarcacéo, pela amizade e nos conduzir
até a ilha 90% das expedicdes. Aprendi muito com vocé!

Ao Carlos Roberto Abrahdo (Feliz), meu primeiro orientador na area
académica, que tenho grande respeito, admiracdo e gratiddo, por todos os
ensinamentos, amizade e por lembrar que haja o que houver, a culpa € sempre minha
(rsrs)!

A toda equipe da ARIE, Eduardo, Céssio, Marianna (com 2 n), e também aos
vigilantes!

A Equipe da Fundacdo Florestal, e em especial meu amigo do coracao,
Alexandre Vechi, por alegrar todas as expedicdes, deixando tudo mais leve com seu
jeito Unico de ser! Fez toda a diferenca!

A todos que diretamente ou indiretamente participaram deste trabalho! Muito

obrigada!



“Aquele que for capaz de perder uma corrida sem culpar os outros pela sua derrota

tem grande possibilidade de algum dia ser bem sucedido (Napoleon Hill).”



RESUMO

AMORIM, L. G. S. Atividade reprodutiva de Bothrops insularis: investigando a
intersexualidade. 2021. 58 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2021.

Bothrops insularis € uma espécie criticamente ameacada de extingdo e endémica da
Ilha da Queimada Grande (IQG) — SP, localizada a cerca de 34 km da costa de Séo
Paulo. O ciclo reprodutivo é considerado sazonal e suas estratégias reprodutivas sao
semelhantes as da espécie continental. O objetivo desse estudo foi registrar e analisar
0s habitos reprodutivos e comportamentais de Bothrops insularis, com énfase na
intersexualidade. Foram realizadas cinco expedi¢cfes a IQG nos anos de 2019 e 2020.
A trilha de 1.670m foi percorrida parcialmente por meio de procura visual limitada por
tempo, abrangendo todos os habitats. Adicionalmente, foram analisados 30 individuos
de B. insularis em cativeiro, dos laboratérios do Instituto Butantan e do CEVAP
(UNESP Botucatu). Dados de coleta entre 1995 a 2006, referente a 30 expedicdes
realizadas a IQG foram compilados para comparacdo da atividade reprodutiva. Os
dados foram tratados com o programa de estatistica Statistical Analyses Systems.
Previamente a analise foi verificada a normalidade dos residuos através do teste de
Shapiro-Wilk. No presente trabalho foi possivel observar a existéncia de dois
morfotipos, fémeas sem hemiclitoris e intersexos, sendo que os individuos intersexos
apresentaram maior atividade ao longo das estacdes, com maior pico no periodo
reprodutivo. A proporcao sexual de individuos intersexuados aumentou ao longo dos
anos, diminuindo a frequéncia de machos, bem como de fémeas sem hemiclitéris. Um
espécime foi coletado em setembro de 2019 para acompanhamento mensal de seu
estagio reprodutivo, pois tratava-se de uma fémea que nao apresentava o hemiclitoris,
cujos encontros sdo mais raros. Analise das fémeas intersexuadas evidenciou que o
tamanho dos hemiclitéris sédo bem préoximos dos hemipénis dos machos. Sugerimos
gue o monitoramento da espécie in situ seja primordial para que se compreenda

melhor suas estratégias reprodutivas, visando contribuir com sua conservacao.

Palavras-chave: Reproducdo. Serpentes. Intersexo. Estratégias reprodutivas.

Hemipénis.



ABSTRACT

AMORIM, L. G. S. Reproductive activity of Bothrops insularis: investigating
intersexuality. 2021. 58 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2021.

Bothrops insularis is a critically endangered species from Ilha da Queimada Grande
(IQG) — SP, located about 34 km off the coast of Sdo Paulo. The reproductive cycle is
considered seasonal and its reproductive strategies are similar to those of the
continental species. The object of this research is to register and analyze the
reprodutive and behavioral habits of Bothrops insularis, with an emphasis on
intersexuality. Five expeditions were carried out to IQG between 2019 and 2020. The
1.670m trail was partially covered through time-limited visual search, comprehending
all habitats. Additionally, 30 individuals of B. insularis in captivity, from Instituto
Butantan and CEVAP (UNESP Botucatu) laboratories were analyzed. Data collected
from 1995 to 2006, referring to 30 expeditions made to 1QG were compiled for
comparison of reproductive activity. This material was dealt with the Statistical Analysis
System. Prior to the analysis, the normality of the residues was verified using the
Shapiro-Wilk test. In the present work, it was possible to observe the existence of two
morphotypes, females without hemiclitoris and intersex, and intersex individuals
showed greater activity throughout the seasons, with a greater peak in the reproductive
period. The sex ratio of intersex gaps increased over the years, decreasing the
frequency of males, as well as abstinence without hemiclitoris. One specimen was
collected in September 2019 for monthly monitoring of its reproductive stage, as it was
a female that did not have the hemiclitoris, whose encounters are rarer. Analysis of
intersex females showed that the size of the hemiclitoris is very close to the hemipenis
of males. We suggest species in situ monitoring to be essential to better understand

its reproductive strategies, aiming to its conservation.

Keywords: Reproduction. Snakes. Intersex. Reproductive strategies. Intersex.

Hemipenis.
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1 INTRODUCAO

O grupo das serpentes € um dos maiores e mais diversos dentre os répteis,
apresentando diferentes graus de especializacdo além de ocupar uma grande
diversidade de habitats. Ocuparam praticamente todos os ambientes disponiveis,
desde terrestres, subterraneos e arboreos, até as aguas continentais e oceanicas,
diversificando-se notavelmente para se adaptar a exigéncias tado diversas
(MELGAREJO, 2002; ROCHA-BARBOSA et al., 2015).

As serpentes desenvolveram estratégias reprodutivas extremamente variaveis
ao longo do tempo (SHINE, 2003). Ainda ha muito a se descobrir sobre a biologia
reprodutiva desses animais e o quanto essa etapa vital pode ser influenciada e
estendida por fatores internos (fisiologia) e externos, como o ambiente em que o
animal ocorre. A biologia reprodutiva compreende uma série de fatores que envolvem
a histéria de vida, comportamentos e processos fisioldgicos, sendo o fator mais
abordado em estudos de histéria natural de serpentes (SHINE, 2003).

Estudos sobre reproducdo sdo essenciais para a compreensao da biologia
das espécies (ALMEIDA-SANTOS et al., 2004) e para propor medidas de
conservagao. A magnitude do custo energético e sua relacdo com o ciclo reprodutivo
diferem fundamentalmente entre machos e fémeas (AUBRET et al., 2004). Contudo,
a conservacdo e a restauracdo da fauna selvagem devem acontecer
concomitantemente com a preservacao do habitat natural, para que a fauna em risco
consiga futuramente obter seus proprios recursos e assegurar sua sobrevivéncia
(CULLEN JR; RUDRAN; VALLADARES-PADUA, 2003).

Como todos os amniota, os répteis apresentam fecundacao interna e, com
excecao dos tuataras, que sao desprovidos de érgao copulador, os machos deste
grupo apresentam um 6rgao copulatério denominado hemipénis (VITT; CALDWELL,
2013). Enquanto a grande maioria das espécies de répteis € ovipara, algumas outras,
principalmente as relacionadas aos ambientes aquaticos tendem a ser viviparas
(LEMA 2002, CARREIRA; MANEYRO, 2013).

Outra condicéo conhecida para répteis € a intersexualidade, definida como uma
condicdo em que estruturas reprodutivas em um determinado sexo também séo
encontradas no sexo oposto (GOLDSCHMIDT, 1917). Esta condi¢ao pode incluir tanto
o hermafroditismo (presenca de tecidos ovarianos e testiculares) como o pseudo-

hemafroditismo (presenca de tecido gonadal de um uUnico sexo). Um individuo &
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considerado como intersexo quando possui estruturas que sao caracteristicas do sexo
oposto, ou seja, machos com caracteristicas anatdmicas de fémeas e vice-versa
(FORBES, 1964).

Em répteis Squamata, casos de intersexualidade sdo amplamente relatados
em lagartos (BOHME 1995; ZIEGLER; BOHME, 1997; TELEMECO, 2015,
VALDECANTOS; LOBO, 2015), anfisbenas (KASPEROVICZUS et al.,, 2011) e
serpentes (HOGE et al., 1959; HARDY, 1970; ZIEGLER; BOHME, 1997). A condic&o
intersexual nestes grupos é geralmente evidenciada em fémeas que apresentam um
orgao equivalente ao hemipénis, geralmente menores e denominados hemiclitéris
(BOHME, 1995). Assim, todas estas caracteristicas reprodutivas, tanto para machos
como para as fémeas, sdo necessarias para um completo entendimento do ciclo de
qualquer espécie (ALMEIDA-SANTOS et al., 2004).

1.1 Ilha da Queimada Grande

Ambientes insulares sdo, sem duvida, uma das fontes mais importantes para
estudos evolutivos, além de possuir em sua fauna, flora e aspectos geomorfologicos,
indicios dos eventos geologicos e climaticos ocorridos em tempos pretéritos. Os dados
obtidos em pesquisas realizadas em ilhas permitem tracar estimativas acerca de
diversos aspectos biolégicos e geoldgicos ocorridos, além de favorecer o
planejamento de estratégias conservacionistas adequadas a dindAmica dos ambientes
insulares (ZELANIS, 2006; SALLES et al., 2020).

A formacdo das ilhas litoraneas brasileiras fornece evidéncias para o
surgimento de casos de endemismo ao isolar algumas espécies. Com o derretimento
das calotas de gelo, houve um aumento no nivel do mar, submergindo regiées
continentais e originando diversas ilhas (WUSTER et al., 2005). Assim como ocorreu
em outras ilhas do litoral Sul e Sudeste brasileiro, estima-se que a Ilha da Queimada
Grande tenha sido separada do continente no final do Pleistoceno, ha 11.000 anos,
no fim da dltima glaciagdo, quando o derretimento das calotas de gelo continentais
ocasionou transgressfes oceanicas e provocou a submersao de porc¢des continentais
(MARQUES, 2013).

A llha da Queimada Grande (Figura 1) esta localizada a cerca de 34 Km da
costa de S3o Paulo (24°29'S e 46°41’W). Esta ilha foi classificada como uma Area de
Relevante Interesse Ecoldgico - ARIE, Unidade de Conservacdo Federal de Uso
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Sustentavel, pelo Decreto n° 91.887 de 05/11/1985. Possui cerca de 1.500 m de
comprimento, 500 m de largura, altitude maxima de 200 m e uma area de 430.000 m2,
€ coberta por Mata Atlantica, areas rochosas e gramineas, ndo h& praias arenosas
nem fonte de agua doce (MARQUES et al., 2002; AMORIM et al., 2019).

No final do século XIX, a Marinha do Brasil implantou um farol na ilha cuja
manutencdo era realizada por faroleiros que residiam no local. Com medo das
serpentes, a propria Marinha do Brasil colocou por diversas vezes fogo na mata da
ilha na tentativa de acabar com a populacao excessiva. Os faroleiros habitaram a ilha
atée 1925 quando foram retirados e o farol automatizado (KASPEROVICZUS;
ALMEIDA-SANTOS, 2012). Uma area coberta por vegetacdo graminea de
aproximadamente 0,025 km?2 onde incéndios e desmatamentos ocorridos no passado
encontra-se atualmente em recuperacdo e deve eventualmente ser coberto por
floresta tropical (MAGALHAES, 2015).

y- - ﬁ 7
Figura 1 - llha da Queimada Grande (IQG).
Foto: Arquivo ICMBIo.

E inteiramente inacessivel pelo mar quando esta revolto, sendo a costa
rochosa e escarpada de dificil acesso, encontrando-se agua doce somente de duas
fontes calcarias, inviaveis para o consumo humano (AMARAL, 1927). O clima é
tropical umido, com temperaturas médias acima dos 22°C nos meses mais quentes e

abaixo dos 18°C nos mais frios (BOVO et al., 2012). A fauna local € composta por 68
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espécies de aves - entre residentes e migratorias — duas espécies de morcegos, duas
espécies de anfibios, trés espécies de lagartos, duas espécies de anfisbenideos e
duas espécies de serpente, sendo uma delas a jararaca-ilhoa. Nao existem mamiferos
terrestres na ilha (MACARRAO, 2010).

A llha da Queimada Grande, bem como outras ilhas paulistas, sdo exemplos
de ambientes que vém sendo constantemente alvos de estudos herpetofaunisticos
que tém contribuido significativamente na elaboracdo de medidas conservacionistas,

com efeito para os ambientes insulares de uma forma geral (AMORIM et al., 2019).

1.2 Jararaca-llhoa

O género Bothrops possui atualmente 28 espécies validas no Brasil (COSTA,
BERNILS, 2018). Quatro delas sdo endémicas de ilhas costeiras localizadas na
regido sudeste do pais: uma no estado do Espirito Santo Bothrops sazimai Barbo,
Gasparini, Almeida, Zaher, Grazziotin, Gusméao, Ferrarini e Sawaya, 2016 da llha
dos Franceses, e trés da costa paulista: Bothrops alcatraz Marques, Martins e
Sazima, 2002 da Ilha dos Alcatrazes, Bothrops otavioi Barbo, Grazziotin, Sazima,
Martins e Sawaya, 2012 da llha da Vitéria e Bothrops insularis (AMARAL, 1921) da
llha da Queimada Grande (GRAZZIOTIN et al., 2006; COSTA; BERNILS, 2018).

B. insularis (Figura 2), conhecida popularmente como jararaca-ilhoa, descrita em
1921 por Afranio do Amaral (AMARAL, 1921), € uma serpente endémica da llha da
Queimada Grande - SP (IQG), atualmente categorizada como criticamente em perigo
de extin¢do (IUCN, 2016). Os primeiros exemplares de jararaca-ilhoa chegaram ao
Instituto Butantan em 1911, enviados pelo entéo faroleiro da ilha da Queimada Grande
(KASPEROVICZUS; ALMEIDA-SANTOS, 2012). Inicialmente foi descrita como
Lachesis lanceolatus (atualmente B. jararaca), mas alguns anos depois, o pesquisador
da extinta “Seccao de Ophiologia”, Afranio do Amaral, em visita a ilha percebeu se
tratar de uma espécie diferente da jararaca do continente e entdo classificou como
Lachesis insularis (AMARAL, 1921) e posteriormente em B. insularis (AMARAL, 1929).
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Figura 2 - Bothrops insularis (jararaca-ilhoa) na Ilha da Queimada Grande.

Filogeneticamente, B. insularis pertence ao Grupo Jararaca que compreende
outras duas espécies: B. jararaca e B. alcatraz, esta ultima endémica da llha de
Alcatrazes, Litoral Norte de S&do Paulo (MARQUES et al., 2002). Acredita-se que B.
insularis e B. alcatraz tiveram um mesmo ancestral comum, muito semelhante a B.
jararaca, e que, apos os fendmenos climaticos ocorridos no final do Pleistoceno e o
conseguente isolamento geografico, estas serpentes divergiram como novas espécies
(MARQUES et al., 2002; WUSTER et al., 2005).

Apesar de pertencer a0 mesmo grupo da jararaca do continente, a jararaca-
ilhoa ainda guarda algumas particularidades em sua biologia, como a dieta na fase
adulta constituida basicamente por aves (MARTINS et al., 2002), o habito arboricola
e diurno (AMARAL, 1921, 1927) e a acao diferenciada de seu veneno (ZELANIS et
al., 2008). Morfologicamente também possui caracteristicas particulares, como sua
coloragdo pardo-amarelada e o corpo comprimido lateralmente com cauda
ligeiramente preénsil, sendo estas duas Ultimas caracteristicas comumente
encontradas em serpentes arboricolas (AMARAL, 1921, 1927; MARTINS et al., 2001).

Martins et al. (2001) a descreve como sendo diurna, semi-arboricola, e com
alimentacdo predominantemente composta por aves migratérias durante a vida adulta,
diferentemente da jararaca do continente, que tem habito noturno e alimentacao

generalista (composta por mamiferos, aves, anfibios e lagartos). A dieta de individuos
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jovens é composta de animais ectotérmicos, como artrépodes, anfibios e lagartos
(MARQUES; MARTINS; SAZIMA, 2002), e a acdo do veneno de B. insularis apresenta
especificidade para as presas locais (ZELANIS; TRAVAGLIA-CARDOSO; FURTADO,
2010). A jararaca- ilhoa parece se alimentar com mais frequéncia no final da estagéo
chuvosa (fevereiro e marco) e no final da estacdo seca (agosto e setembro), quando
acontecem os picos migratérios de Elaenia chilensis italico e Turdus flavipes italico,
respectivamente (MACARRAO, 2010).

O ciclo reprodutivo dessa espécie é considerado sazonal e suas estratégias
reprodutivas sdo semelhantes as da espécie continental, B. jararaca. Nos machos de
B. insularis o inicio da espermatogénese € no outono (KASPEROVICZUS, 2009). Nas
fémeas, a vitelogénese ocorre no outono e inverno (entre margo e julho) (MARQUES
et al., 2013), paralelamente ao periodo de acasalamento. Ja a ovulacao e fertilizacao
ocorrem na primavera, com nascimento dos filhotes no final do verao e inicio do outono
(JANEIRO-CINQUINI et al.,, 1993; ALMEIDA-SANTOS; ORSI, 2002; ALMEIDA-
SANTOS, 2005; MARQUES et al., 2013).

A ninhada de B. insularis raramente ultrapassa dez filhotes, enquanto a jararaca
do continente pode chegar a trinta (MARQUES et al., 2002; KASPEROVICZUS, 2009;
MARQUES et al., 2013). Além de ninhadas diminutas quando comparada as ninhadas
de B. jararaca, por exemplo, a B. insularis possui elevado nimero de ovos atrésicos,
sem formacao do embrido (MARQUES et al., 2013). A atresia € um processo de morte
celular ou apoptose da maioria dos foliculos ovarianos, conhecido por uma variedade
de condic6es morfologicas ou patologicas. A lipoperoxidagéo induz ao dano tecidual,
relacionado a patogénese de distintas doencas que podem levar a morte celular
(CORREA, 2019). Em cativeiro, as fémeas de Squamata podem ter uma maior
incidéncia de ovos inférteis, tanto em espécies oviparas quanto viviparas (RONNE,
1996). A disponibilidade de recurso é um dos fatores importantes para frequéncia
reprodutiva, sendo essa disponibilidade provavelmente menor na ilha, pela variagdo
anual do numero de aves migratérias. Isto pode ocasionar baixa taxa de natalidade
(MARQUES et al., 2013).

Segundo ZELANIS (2006), o veneno de B. insularis é mais especifico frente a
oferta de uma dieta especializada. Sugere-se que hé& peculiaridade na composi¢éo do
veneno que favorece a dieta especializada no seu habitat insular, e mesmo havendo
mudancga ontogenética na dieta, a toxicidade do veneno para presas locais € uma

caracteristica presente durante toda a vida desta espécie (ZELANIS et al., 2008).
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Na Ilha existem machos, fémeas e individuos denominados intersexos, que sao
fémeas genéticas e funcionais, porém apresentam um hemipénis rudimentar,
denominado hemiclitéris (Figura 3) que ndo esta associado a gbnadas masculinas e,
portanto, ndo € funcional (HOGE et al., 1959). Alguns parametros biométricos como
tamanho e ganho de massa durante o desenvolvimento sao similares as fémeas e aos
intersexos e diferem em relacdo aos individuos machos, fato também observado em
outras espécies de Bothrops continentais, como B. jararaca, por exemplo.
(TRAVAGLIA-CARDOSO, 2000).

Figura 3 - Hemiclitéris de intersexo de B. insularis.
Foto: Airton Lourengo.

Em expedicdo a llha da Queimada Grande Hoge et al. (1959) coletaram um
exemplar hermafrodita, apresentando ambos os hemipénis bem desenvolvidos, um
testiculo do lado direito e ambos ovarios. Outra caracteristica importante verificada
durante essa expedicao foi que todos os exemplares prenhes que foram coletados
eram intersexos, afirmando que as “fémeas verdadeiras” eram estéreis (HOGE et al.,
1959). As hipbteses mais plausiveis para o aparecimento dos intersexos sao: (a)

mutacdes eventuais que levaram ao aparecimento do fenotipo intersexo ou (b)
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consequéncias de cruzamentos consanguineos (Inbreeding) na populacdo de B.
insularis (HOGE et al.,1959; BECAK et al.,1990). Em estudos de citogenética, Becak et
al. (1990) propuseram alguns mecanismos genéticos para explicar o aparecimento dos
intersexos na populagao de B. insularis.

Na maioria das serpentes a determinagcdo do sexo é genotipica e, ao contrario
dos mamiferos, a fémea € o sexo heterogamético (ZW) e o macho homogameético (ZZ)
(RAYNAUD; PIEAU, 1985; POUGH et al.,1998). Os intersexos presentes na populacéo
de B. insularis sdo heterogaméticos (ZW) e apresentam um polimorfismo no
cromossomo W, que teria sido formado por translocacfes seguidas por outras
alteracdes cromossdmicas, como trocas desiguais de cromatides irmas durante o
crossing over (BECAK et al.,1990). Essas mudancas podem ter envolvido o(s) gene(s)
gue normalmente inibe(m) o desenvolvimento do hemipénis em embrides femininos, e
desta forma uma repressédo no gene anti-hemipénis levaria ao aparecimento de um
hemipénis rudimentar nas fémeas denominadas intersexos (BECAK et al.,1990).

Hoge et al. (1959) realizaram um estudo populacional na ilha onde foi
determinada a proporcdo de machos, fémeas e individuos intersexos (Figura 4). O
estudo baseou-se em duas amostras num intervalo de aproximadamente 25 anos
entre ambas. Os resultados desse estudo mostraram uma mudanca na propor¢ao dos
sexos durante esse periodo, com uma reducdo do niumero de machos, aumento do
numero de individuos intersexos e frequéncia estacionaria das fémeas “verdadeiras”
(Figura 3). Recentemente alguns estudos tém demonstrado apenas a existéncia de
fémeas intersexos e machos (KASPEROVICZUS, 2009).
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Figura 4 - Proporcao sexual (numero de machos, fémeas e intersexos) de B. insularis em
diferentes periodos-
Fonte: (HOGE et al., 1959)

Devido ao endemismo e a diminuicdo da qualidade de habitat por impacto
antropico, medidas conservacionistas sdo imprescindiveis a fim de evitar o
desaparecimento dessa espécie. Apesar dos esforcos em campo até aqui realizados,
bem como os trabalhos e dados levantados com espécimes depositados em cole¢des
zoologicas, ainda se conhece muito pouco a respeito da biologia reprodutiva de B.
insularis (MARQUES et al., 2013; AMORIM et al., 2019; SALLES-OLIVEIRA et al.,
2020). Além disso, as interrelacbes entre fatores como: época de alimentacdo e
periodo reprodutivo vinculados a atividades sazonais de machos, fémeas e intersexos
sdo muito conflitantes. Dessa forma, esse estudo pretende contribuir para o
conhecimento da atividade reprodutiva in situ da populacao atual na ilha da Queimada
Grande, promovendo subsidios para a reproducdo “ex situ” desta espécie e

conseguentemente a sua preservacgao.

1.3 Justificativa

Desde o inicio dos estudos da biologia evolutiva, as ilhas desempenharam um
papel importante na formulacéo e no teste das teorias evolutivas (WUSTER et al.,

2005). llhas possuem flora e fauna reduzidas o que propicia entender a evolugao, as
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modificacbes adaptativas deste ambiente, além de observacdo das radiacbes
adaptativas com interagcdes complexas nas colonizacdes, imigracdo e extincdo de
espécies.

Um beneficio das ilhas recentemente isoladas € que as espécies encontradas
nelas provavelmente sao intimamente relacionadas diretamente aos descendentes do
continente (WUSTER et al., 2005), como ¢ o caso da Ilha da Queimada Grande. A
amostragem de individuos em campo é necessaria para obter informacdes como
riqueza e abundancia relativa das espécies, utilizacdo do habitat (substrato de
forrageio, repouso, termorregulacéo, etc.), reproducéo, atividade diaria e sazonal,
dentre outras (BERNARDE, 2012).

B. insularis € uma espécie presente na lista oficial de animais ameagados de
extingdo, devido sua distribuicéo restrita (MARQUES et al., 1998; MARQUES et al.,
2002; MACHADO et al., 2008), a estimativa populacional &€ de 2000-4000 individuos
por toda ilha (MARTINS, 2008; ABRAHAO et al., 2021). Portanto, é importante
analisar os habitos e comportamentos desses animais para 0 sucesso da
reproducdo ex situ e possivel reintroducdo a natureza como estratégias futuras de
conservacao.

Diante da escassez de estudos reprodutivos quando se trata de espécies
insulares, como é o caso de B. insularis, € de suma importancia o desenvolvimento
de trabalhos que investiguem o processo reprodutivo desta espécie, pois trata-se de
uma espécie criticamente ameacada de extincdo, havendo muitas lacunas ainda

presentes de como ocorreu a evolucdo do padréo reprodutivo desta espécie.

2 OBJETIVOS

e Estudar e registrar comportamento reprodutivos de Bothrops insularis in situ e
ex situ;

e Comparar atividade de machos, fémeas e intersexos, no periodo reprodutivo in
situ;

e Investigar o papel do hemiclitéris dos individuos intersexos in situ e ex situ.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta de dados in situ

Foram realizadas cinco expedicdes para a llha da Queimada Grande (IQG) no
ano de 2019, referente aos meses de fevereiro, junho, agosto e setembro, todas com
duracdo de um dia. Em 2020, foi realizada uma expedicdo de 14 a 16 de marco. A
equipe foi composta por 4 a 6 observadores, sendo bidlogos e veterinarios de
diferentes instituicdes (Instituto Butantan, USP, ICMBIo- IQG). A Unica trilha existente
de 1.670m (que cruza do norte ao sul da ilha), foi percorrida parcialmente (Figura 5)
por meio de Procura Visual Limitada por Tempo (PLT), que consiste no lento
deslocamento a pé pelos transectos a procura dos individuos que estejam visualmente
expostos, abrangendo todos os habitats visualmente acessiveis. Nesse método é
possivel coletar informacfes mais precisas sobre a atividade do animal e sua
localizacdo no habitat (MARTINS; OLIVEIRA, 1998). De acordo com as licencas
fornecidas (SISBIO n° 26650-3), estabeleceu-se o transecto com 16m de largura e
comprimentos entre 386 a 1670m.

16°40'30"W 46°40'0"W
N L

MG

SP

PR

I — T
0o 01 02 04

46 JH’:H‘\\ 46' A!'V'U' W
Figura 5 - Transecto parcialmente percorrido na llha da Queimada Grande, variando de 386m

(desembarque/costa até o farol) a 1670m (cruza a ilha de norte a sul).
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Os dados sobre condicfes climaticas tal como temperatura e umidade foram
coletados no inicio e final da procura visual e enviados a estacdo meteorologica digital
(Touchscreen ITWH-1080) que fica préxima ao farol. Para cada individuo avistado
foram coletados dados de horéario, coordenadas, e posicionamento em relacdo ao
substrato (se o animal esta enrodilhado, no chdo da mata, em galhos ou passando
pela trilha). Os espécimes foram capturados com o auxilio de um pincao e contidos
em um tubo plastico transparente para coleta de dados biométricos aferidos por meio
de fita métrica de 1m e sexagem por meio de insercdo do sexador (estiletes de ago

inox com ponta romba) pela parte posterior lateral da fenda anal (Figura 6).

Figura 6 - Sexagem de B. insularis

Durante a contencdao fisica, as serpentes foram também inspecionadas quanto
seu estado reprodutivo (Figura 7), e posteriormente devolvidas no mesmo ponto onde
foram encontrados. Os hemipénis das serpentes possuem cavidade e estédo
invaginados na cauda, desta forma, apenas nos machos e em individuos
intersexuados é possivel a entrada do sexador, o que representa uma forma segura e
pouco traumatica de averiguar o sexo, mesmo em filhotes (MELGAREJO, 2002).
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Figura 7 - Coleta de dados biométricos in situ.
Foto: Arquivos do ICMBIo.

3.2 Coleta de dados ex situ

Foram coletados dados biométricos de espécimes de B. insularis em cativeiro;
no Museu Biol4gico e Laboratério de Ecologia e Evolugdo do Instituto Butantan (LEEV)
e do plantel de B. insularis do Centro de Estudos de Animais Peconhentos (CEVAP)
da UNESP Botucatu. Foram examinados 29 individuos, sendo 11 @ e trés & do Museu
Bioldgico do Instituto Butantan (MBIB), 12 @ do LEEV, e duas @ e um & do CEVAP.
Além disso, animais do LEEV que vieram a 06bito ao longo deste trabalho, também
foram analisados (Figura 8). Os espécimes foram contidos e aferido o comprimento e
sexados. Com o sexador inserido na cloaca, foi medida a profundidade de insercéo
do sexador com auxilio de um paquimetro, para afericdo das medidas do

hemipénis/hemiclitoris.
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Figura 8 - Andlise sexual de animais que foram a 0bito.

3.3 Exames ultrassonograficos

Foram realizados exames mensais de ultrassonografia em um espécime
prenhe, a partir de novembro de 2019, para um acompanhamento do desenvolvimento
embrionario (Figura 9). Os exames foram feitos no Hospital Veterinario (HOVET) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-

USP) pela médica veterinaria Viviane Campos Garcia.
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Figura 9 - Ultrassonografia em fémea de B. insularis.
Foto: Fabiano Andrade

3.4 Dados de terceiros

Dados de coleta entre 1995 a 2007, referente a 30 expedicdes realizadas a 1QG
pelo bidlogo Marcelo Duarte foram compilados. Estes dados inéditos foram utilizados

para comparacdo com a atividade reprodutiva que foi observada no presente estudo.

3.5 Analises estatisticas

Todos os dados foram analisados em relacdo ao sexo e estagdo do ano. As
variaveis de numero de individuos, tamanho do hemipénis (direito e esquerdo), habitat
e comportamento foram analisados em fatorial 3x4, com relacdo a sexo e estacao do
ano respectivamente, sendo primordialmente analisado o efeito de interacéo, e na
auséncia deste, foi analisado o efeito isolado. As variaveis CRC, CC e temperatura
ambiente foram analisadas somente quanto a estagdo do ano. A variavel altura acima
do solo foi avaliada somente quanto a sexo. A comparacao dos dados foi feita com o
programa Statistical Analyses Systems (SAS version 9.4; SAS Institute, Inc., Cary,
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NC, USA). Previamente a analise, foi verificada a normalidade dos residuos através
do teste de Shapiro-Wilk.

Os dados que néo respeitaram a normalidade foram transformados e/ou feita a
retirada de “outliers”. Os dados que mesmo apods transformacdo nao respeitaram a
normalidade foram analisados por estatistica ndo paramétrica de ordem pelo teste de
Kruskal-Wallis. Os dados normais ou transformados foram analisados por analise de
variancia (ANOVA) quanto ao efeito de cada parametro. As diferencas entre 0s grupos
foram analisadas pelo procedimento misto (PROC GLIMIX). As diferengas entre os
grupos tanto na interacdo quanto no efeito individual de tratamento foram
especificadas pelo teste de Tukey-Krammer. Para os dados de frequéncia expostos
em porcentagem, foi utilizada a estatistica de frequéncia (PROC FREQ) utilizando o
teste de Qui-Quadrado ou exato de Fisher quando a amostra foi menor que 5. Para

todas as comparacdes foi utilizado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

4 RESULTADOS

4.1 Dados in situ

Foram capturados 41 individuos no total das expedicfes de 2019 e 2020, sendo
23 @, 14 & e quatro com sexo ndo identificados. Os animais foram avistados em cima
de galhos, no chdo da mata, passando pela trilha, enrodilhados ou ativos.

Durante a expedicdo realizada em 15 de setembro de 2019, um individuo foi
capturado, as 10h43, para coleta de dados biométricos. Foi realizada a sexagem no
local de coleta e constatado que o individuo ndo possuia hemipénis e nem hemiclitéris,
concluindo, portanto, tratar-se de uma fémea verdadeira (Figura 10).

O espécime (CRC: 730mm e CC: 120mm), estava enrodilhada a 1,50m de
altura, sob a cisterna da ilha (24°28’S e 46°40’W), ndo continha microchip e por isso
pode se afirmar que ndo havia sido capturada anteriormente. Durante a contengéo, foi
realizada a microchipagem (chip 9630008000237152). Devido a raridade de encontros
de fémeas verdadeiras, o espécime foi coletado para que fosse estudado com maior
assertividade até o final do projeto. O espécime encontra-se no biotério de

conservacgao de B. insularis, no LEEV do Instituto Butantan.
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Figura 10 - Afericdo de dados da fémea “verdadeira” (chip 9630008000237152) coletada na
llha da Queimada Grande em 15 de setembro de 2019.
Foto: Rafael Benneti.

4.2 Exames ultrassonograficos da fémea verdadeira (CHIP 9630008000237152)

Nas primeiras imagens da ultrassonografia, realizadas em novembro de 2019
(Figura 11A e 11B), foi observada uma massa com o tamanho de 9mm. Em 20 de
janeiro de 2020, durante a realizacdo de uma segunda ultrassonografia, foi possivel
visualizar cinco embriées em desenvolvimento, detectando-se batimentos cardiacos;
através do Doppler (Figura 11D), com auxilio do aparelho de ultrassom Sonosite Titan.
Foliculos da classe | (menores que 0,5 cm de diametro) e 1l (0,6 a 1,0 cm) foram
encontrado em todos os meses, enquanto os da classe lll (1,1a2,0cm)e IV (2,1 e
3,0 cm), somente de abril a setembro. Foram encontrados foliculos de classe lll e 1V,
no exame de ultrassom de novembro, medindo até 3,29 cm. J& nos exames realizados
em dezembro de 2019, os ovos ultrapassaram 4,0 cm de comprimento (Figura 11C).

Apés a realizacdo da ultrassonografia, foi feito um exame de radiografia

(Figuras 12), onde foram observadas estruturas ovoides com média radiopacidade.
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Figura 11 - Exames de ultrassom de B. insularis; (A e B) Foliculo em vitelogénese
secundaria, com 1,77 cm e 3,29 cm de comprimento (realizada em novembro de 2019); (C)
Ovo medindo 4,07 cm (realizada em dezembro de 2019); (D) Embrido de Bothrops insularis
(realizada em janeiro de 2020).
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Figura 12 - Exame radiografico de B. insularis onde foi observada estruturas ovoides (realizada
em janeiro de 2020).
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O ultimo exame ultrassonografico, foi realizado em 17 de fevereiro de 2020,

onde foi possivel observar que os embrides estavam bem desenvolvidos (Figura 13).

Figura 13 - Ultimo exame de ultrassom de B. insularis, realizado em 17 de fevereiro de 2020.

4.3 Parturicao

No dia 18 de maio de 2020, nasceram cinco filhotes saudaveis da fémea

verdadeira, concretizando o seu sucesso reprodutivo (Figura 14). Os filhotes

nasceram com massa variando de 7 a 9 gramas, CRC entre 215mm a 240mm e CC

entre 30 a 40mm (Tabela 1).

Tabela 1 — Comprimento rostro-cloacal (CRC), Comprimento caudal (CC) e massa dos filhotes
de B. insularis (chip 9630008000237152) nascidos em cativeiro no LEEV oriundos de

acompanhamento gestacional.

Filhotes CRC Massa (Q)
CC (mm)
(mm)
Filhote 1 240 35 10
Filhote 2 230 40 9
Filhote 3 230 40 9
Filhote 3 225 35 9
Filhote 5 215 30 7
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Figura 14 - Filhotes nascidos da fémea verdadeira em 18 de maio de 2020.

A temperatura média corporea superficial do plantel no dia do nascimento, foi
de 20,2 graus e 67% de umidade, ndo diferindo da temperatura do ar da sala do
laboratorio. Durante toda a gestacao a temperatura do plantel e da Ilha da Queimada
Grande foram monitoradas para posteriormente serem comparadas, porém nao

apresentaram diferencas significativas (Gréfico 1).

Gréfico 1 - Temperatura corporea superficial de espécimes do plantel de B. insularis,

comparada com a temperatura do ar durante toda a gestacao.
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4.4 Temperatura média corpoOrea superficial de espécimes do plantel de B.
insularis do Laboratério de Ecologia e Evolucédo (LEEV) durante o periodo
gestacional da fémea verdadeira (CHIP 9630008000237152)

Os individuos que foram a 6bito no LEEV, foram analisados e, em alguns casos,
realizado o preparo do 6rgao copulatério (hemipénis) (Figura 15), bem como se
averiguar a presenca do hemiclitoris em fémeas. Em um dos casos, aferimos as
medidas do hemiclitoris, registrando-se 18,33mm do lado direito, ausente no lado
esquerdo, embora com musculos retratores em ambos os lados (Figura 15).

Figura 15 - Hemiclitéris de Bothrops insularis. (A) Vista do lado assulcado e (B) sulcado. (C)

Eversdo do hemiclitéris na cauda. Barra de escala vertical: 2 mm.
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Outro caso que analisamos, foi de uma fémea que também foi a dbito no plantel

do (LEEV), constatando-se a auséncia de hemiclitéris e masculos retratores neste

individuo (Figura 16).

>

|

4
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'

Figura 16 - Espécimes analisados: (16A) Fémea sem a presenca de hemiclitoris ou musculos
retratores; (16B) Fémea com hemiclitéris direito.
Foto: Kalena Barros.

4.5 Plantel do Museu Bioldgico do Instituto Butantan (MBIB)

Foram analisados 11 animais do MBIB assim constituidos, 11 ¢ e trés &. Todos
os individuos intersexos e fémeas apresentaram padrées diferenciados, sendo o
hemiclitéris esquerdo ausente em 5 individuos intersexos, bem como ausente em

ambos os lados nos outros 5 espécimes (Tabela 2).
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Tabela 2 - Dados biométricos de animais pertencentes ao plantel do Museu Biolégico do

Instituto Butantan.

IBSP Sexo HD*(mm) HE*(mm)
5466 F 15,04 X
5467 F X X
5684 F X X
5692 F 10,96 X
6012 F 15,73 X
6013 F 10,10 X
6014 F X X
6153 F X X
6154 F X X
6159 F 9,32 X

HD* (hemiclitéris direito); HE* (hemiclitoris esquerdo); x (hemiclitéris inexistente)

Analisamos a “fémea matriz”, responsavel pelo nascimento desta ninhada,
que estava depositada na Colecdo Herpetolégica Alphonse Richard Hoge do
Instituto Butantan (IBSP 89912), para verificar a existéncia ou ndo do hemiclitéris.
Para melhores resultados na analise, foi feita a everséo do tecido, a fim de verificar
se existia algum vestigio de hemiclitéris. Para isto, o érgédo foi fotografado, porém
0 espécime ndo apresentou qualquer vestigio do 6rgao, sendo inexistente no lado

direito e esquerdo (Figura 17).

Figura 17 - Tecido evertido do espécime IBSP89912, reforcando a inexisténcia de
hemiclitoris.
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4.6 Dados de terceiros dos 6rgaos copulatérios in situ

Para comparacdo do nimero de individuos machos, intersexos e fémeas foram
confeccionados dois gréficos, dos dados coletados in situ, do presente trabalho,
periodo de 1995 a 2006 (Gréfico 2) e da pesquisa feita por Hoge e colaboradores no
periodo de 1949 a 1953 (Grafico 3).

Grafico 2 - Numero de individuos por sexo de B. insularis observados de 1995 a 2006
durante as estacoes.
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Gréfico 3 — Propor¢éo sexual de B. insularis (Adaptado de Hoge et al., 1959).
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4.7 Analises estatisticas

4.7.1 Numero de individuos encontrados

Foi observada diferenca (p<0,0001) entre a porcentagem de individuos de
diferentes sexos nas diferentes estaces do ano. (Tabela 1). Podemos observar que
individuos intersexos possuem a maior frequéncia de encontros em todas as
estacbes, comparados com machos e fémeas da ilha. Além disso, os dados mostram
que individuos intersexos sdo mais frequentes no inverno, que corresponde ao
periodo reprodutivo da espécie, descrito na literatura de maio a setembro (MARQUES,
2013). No outono e na primavera, ndo houve diferencas estatisticas na frequéncia de
encontros de machos e intersexos. Ja os machos, apresentaram maior frequéncia no

verdo, correspondente aos meses de dezembro a margo.

Tabela 3 - Porcentagem (%) e numero (observado/total) de individuos encontrados de cada
sexo ao longo das esta¢fes do ano.

Sexo Total
Estacéo
Fémea Intersexo Macho
22.93
3.99 (27/245)°A 9.32 (63/245)"8  36.24(245)
Inverno (155/245)3A

Outono 1.18 (8/119)°®8 7.4 (50/119)°C  9.02 (61/119)*®  17.6 (119)

Primavera 15.53
0.44 (3/105)P8  8.73 (59/105)2¢  6.36 (43/105)28
(105)
Verao 17.01 30.62
0.44 (3/207)b8 13.17 (89/207)A
(115/207)28 (207)
Total 6.07 (41) 56.07 (379) 37.87 (256) 100 (676)

abc letras minUsculas sobrescritas indicam diferencga estatistica de frequéncia na linha (p<0,05) pelo
teste exato de Fisher ou de Qui-quadrado
AB letras mailsculas sobrescritas indicam diferenca estatistica de frequéncia na coluna (p<0,05) pelo
teste exato de Fisher ou de Qui-quadrado
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4.7.2 Tamanho do hemipénis direito

N&o foi observado efeito de interacdo entre sexo e estacdo do ano para o
tamanho do hemipénis direito (p=0,34), entretanto foi observado efeito individual de
sexo (p <.0001) e de estacdo do ano (p= 0.005). (Tabela 2). Machos e individuos
intersexos apresentaram maior tamanho de hemipénis no inverno. No outono e no
verao nao foram observadas diferencas estatisticas nos tamanhos. Na primavera, ndo

houveram aferi¢gbes suficientes para as analises.

Tabela 4 - Média * erro padrédo da média do tamanho do hemipénis/hemiclitoris direito de
machos e intersexos ao longo das estacfes do ano.

Sexo
Estacao Intersexo Total (mm)
Macho (mm)
(mm)

Inverno 11.97 +0.69 19.95 +0.61 14.85 +0.7A
Outono 10.81 +1.32 16.19 +0.86  13.68 +0.84B
Primavera 0 +0 0 +0 0 +0
Verao 8.74 +0.71 18.35+0.85 12.83 +0.76B
Total 10.37 +0.51° 17.97 +0.52 13.7 +0.45

ab Jetras minUsculas sobrescritas indicam diferenga estatistica na linha pelo teste de Tukey-Krammer
(p<0,05)

AB letras mailsculas sobrescritas indicam diferenca estatistica na coluna pelo teste de Tukey-
Krammer (p<0,05)

4.7.3. Tamanho do hemipénis esquerdo

Foi observado efeito de interagao entre sexo e estacéo do ano para o tamanho
do hemipénis esquerdo (p <.0001), portanto, foi apresentado o efeito de interacdo
independente do efeito individual (Tabela 5). Ndo foram observados diferenca no
tamanho do hemipénis esquerdo de individuos intersexos, independente da estagéo

do ano. Machos apresentaram maior tamanho do hemipénis esquerdo no inverno e
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no outono, posteriormente. No verdao, ndo houve diferencas estatisticas no tamanho

do hemipénis esquerdo, em relacdo aos numeros obtidos no outono e no inverno.

Tabela 5 - Média + erro padrdo da média do tamanho do hemipénis/hemiclitéris esquerdo de
machos e intersexos ao longo das estacdes do ano.

Sexo Total (mm)
Estacéo
Intersexo (mm) Macho (mm)
Inverno 8.34 +0.71° 19.32 £0.823 12.37 +0.87
Outono 7.73 £+0.73° 16.35 £0.98%% 12.33 +0.83
Primavera 00 00 00
18.03
Veréo 6.74 +0.51° 11.48 +0.78
+0.872A8

Total 7.52 £0.37 17.74 £0.54 12 +0.48

ab n<0,05 pelo teste de Kruskal-Wallis
AB |etras mailsculas sobrescritas indicam diferencga estatistica na coluna pelo teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05)

4.7.4. Microhabitat no local de Encontro - Atividades de machos, fémeas sem

hemiclitdris e intersexos in situ

No inverno, foram registradas maior frequéncia de individuos intersexos no
solo e na vegetacdo. FEmeas sem hemiclitoris, sdo encontradas no solo e na
vegetacao (Figura 18A, B, C, D e F), sem diferenca estatistica significativa.
Independente do sexo de B. insularis, a maior parte dos individuos sédo encontrados

no solo (Tabela 6).
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Figura 18 — (18A) Casal de B. insularis no periodo reprodutivo; (18B) Cloaca avolumada,
indicando possivel evento de corte ou pés-copula (registro realizado no més de junho);
(18C) Fémeas de B. insularis sobre a vegetagéo durante o periodo reprodutivo; (18 E e F)
Registro de copula no solo).

Foto: (A e B) Flora Ortiz; (D, E e F) adaptado de Amorim et al. (2019).

No outono, foram encontrados maior nUmero de intersexos e machos no

solo do que na vegetacdo. Entretanto, encontros com fémeas sem hemiclitoris



nesta estacao, foram mais frequentes na vegetacéo (Figura 18C), ao contrario da
frequéncia de individuos machos neste mesmo periodo (Tabela 7).

Na primavera, ndo foi observada interagcédo reprodutiva, porém houve efeito
estacional entre sexo e habitat. Estatisticamente, o nimero de individuos intersexos
e machos € indiferente, e fémeas sem hemiclitéris sdo encontradas em menor

namero nesta época.
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Tabela 6 - Porcentagem (%) e niumero (observado/total) de individuos encontrados de cada sexo ao longo das estac¢des do ano.

46

Estacéo Habitat Sexo Total p valor
Fémea Intersexo Macho Interacéo Sexo Habitat

Solo 0.86 (1/67)P® 22.41 (26/67)2 34.48 (40/67)2A 57.76

Outono Vegetacao 6.03 (7/49)bA 19.83 (23/49)2 16.38 (19/49)28 42.24 0.007 <.0001 0.3
Total 6.9 (8/116) 42.24 (49/116) 50.86 (59/116) 100
Solo 7 (17/196)° 53.09 (129/196)2A 20.58 (50/196)A 80.66

Inverno Vegetacao 4.12 (10/47)P 10.29 (25/47)28 4.94 (12/47)b8 19.34 0.04 <.0001 <.0001
Total 11.11 (27/243) 63.37 (154/243) 25.51 (62/243) 100
Solo 0.95 (1/82) 45.71 (48/82) 31.43 (33/82) 78.1A

Primavera Vegetacao 1.9 (2/23) 10.48 (11/23) 9.52 (10/23) 21.98 0.14 <.0001 <.0001
Total 2.86 (3/105)° 56.19 (59/105)2 40.95 (43/105)2 100
Solo 0.49 (1/175) 48.54 (100/175) 35.92 (74/175) 84.95A

Veréo Vegetacao 0.97 (2/31) 7.28 (15/31) 6.8 (14/31) 15.058 0.07 <.0001 <.0001
Total 1.46 (3/206)° 55.83 (115/206)2 42.72 (88/206)2 100
Solo 2.99 (20/520)° 45.22 (303/520)24 29.4 (197/520)0A 77.61

Total Vegetacao 3.13 (21/150)° 11.04 (74/150)28 8.21 (55/150)28 22.39 <.0001 <.0001 <.0001
Total 6.12 (41/670) 56.27 (377/670) 37.61 (252/670) 100

ab.c |etras mindsculas sobrescritas indicam diferenca estatistica de frequéncia na linha (p<0,05) pelo teste exato de Fisher ou de Qui-quadrado
AB letras mailsculas sobrescritas indicam diferenga estatistica de frequéncia na coluna (p<0,05) pelo teste exato de Fisher ou de Qui-quadrado
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Tabela 7 - Média + erro padrdo da altura em relacdo ao solo em que os animais foram

encontrados, baseado em seu sexo.

Sexo
Total p valor
Fémea Intersexo Macho
1.36 0.47 0.59
Altura 0.5 +0.08P <.0001
+0.282 +0.08P +0.06

ab p<0,05 pelo teste de Kruskal-Wallis
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5 DISCUSSAO

Um estudo populacional de B. insularis foi realizado na ilha da Queimada
Grande por Hoge et al. (1959). Neste estudo, foi encontrado uma proporgcéo de
machos, fémeas “verdadeiras”, isto €, fémeas sem hemiclitoris, denominadas por
estes autores como “estéreis” e individuos intersexuados (fémeas que possuem
“‘hemipénis”). Posteriormente essa estrutura foi denominada como “hemiclitéris” por
Bohme (1995). Esta andlise da populagdo foi realizada em duas amostragens,
separadas por um intervalo de aproximadamente 25 anos. Os resultados mostraram
uma mudanc¢a na proporcdo dos sexos durante esse periodo, com uma reducao do
namero de machos, aumento do numero de individuos intersexos e frequéncia
estacionaria das fémeas ditas “verdadeiras”. Estudos mais recentes, no entanto, ndo
demonstraram a existéncia de fémeas ditas “verdadeiras” ou sem hemiclitéris
(KASPEROVICZUS, 2009).

Apesar de Hoge et al. (1959) afirmarem que fémeas de B. insularis possuem
um 6rgdo copulador menor e menos desenvolvido que os hemipénis dos machos,
amostras de hemiclitéris de animais de cole¢éo analisados por Kasperoviczus (2009),
mostraram a morfologia dos lobos semelhantes aos dos machos e também a presenca
de musculos retratores.

Nossa analise das fémeas intersexuadas evidenciou que o tamanho dos
hemiclitéris sdo muito proximos dos hemipénis dos machos. Analisamos e
comparamos 0s hemipénis e hemiclitéris direito e esquerdo e observamos que durante
a época reprodutiva o 6rgao copulatério direito, apresentou maior tamanho, tanto em
machos quanto em fémeas intersexuadas.

Em relacdo ao tamanho dos hemipénis, Shine et al. (1999) considera que
caudas mais longas aumentam a aptiddo do macho por ampliar espaco para
hemipénis maiores, aumentando a capacidade de obter acasalamentos. Portanto, a
relacéo entre o comprimento da cauda e o comprimento do hemipénis provavelmente
reflete uma associagdo funcional. Apesar de ndo haver evidéncias de que um
hemipénis maior aumenta o sucesso reprodutivo, tudo indica que hemipénis maiores
podem ser mais vantajosos em relagédo a hemipénis menores (SHINE et al., 1999). No
geral, nossos dados reforcam a hipétese de que individuos machos e intersexos, séo

alvos da selecéo sexual quanto ao tamanho e assimetria dos hemipénis e hemiclitoris.
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Ainda ndo se sabe se o hemiclitoris € um o6rgao funcional em B. insularis
(AMORIM et al., 2019), porém, Kasperoviczus et al. (2009) descrevem que esti
presente na fémea intersexuada toda musculatura necesséria para sua eversdo. Em
laboratério, foi observado fémeas intersexuadas everterem e movimentarem o
hemiclitoris. Por estas razGes, sugerimos que o 0rgao possa ser funcional.

Ha outras espécies de serpentes em que esse fenbmeno é mais raro, ou seja,
apenas poucas fémeas nas popula¢des apresentam hemipénis, como é o caso da
serpente chinesa Pareas sp. Stanley e Pseudoficimia frontalis (Hardy, 1970). Entre as
jararacas este fenbmeno também nao esta restrito a B. insularis. Uma fémea de B.
moojeni apresentou o hemipénis direito bem desenvolvido, enquanto o esquerdo
possuia menor tamanho (BARROS et al., 2020). Esta fémea prenhe (12 embrides bem
desenvolvidos nos ovidutos) demonstra a capacidade destes individuos intersexo
reproduzirem e deixarem descendentes (BARROS et al., 2020), como em Bothrops
insularis.

Hoge et al. (1959), verificaram durante as expedicdes que todos exemplares
coletados prenhes eram intersexos, afirmando que as “fémeas verdadeiras” eram
estéreis. Porém, com o espécime coletado no presente trabalho, demonstrou-se que
ainda ha fémeas verdadeiras férteis na ilha, ndo corroborando a hip6tese de Hoge e
seus colaboradores. Além disso, foram observados outros exemplares que néo
possuiam hemiclitéris. Com o acompanhamento ultrassonografico e radiografico;
desse exemplar, foi possivel acompanhar o sucesso e evolucdo dos embrides, da
gestacdo ao nascimento dos cinco filhotes, o que comprova que fémeas verdadeiras
ndo sao estéreis. Segundo Matayoshi et al. (2012) a ultrassonografia € um método
diagndstico seguro, ndo invasivo e eficiente utilizado na medicina de répteis. Suas
aplicacdes incluem monitoramento da funcao reprodutiva e diagnéstico de patologias
por meio da andlise das mudancas anatdmicas e topografica dos 6rgaos. Dessa
forma, o uso da ultrassonografia € imprescindivel para o acompanhamento
gestacional.

Almeida-Santos e Salomé&o (2002) descreveram que o desenvolvimento
embrionario é claramente visivel a partir de outubro e Kasperoviczus (2009), observa
ovos e embrides nos ovidutos de outubro (inicio da primavera) a abril (inicio do outono)
sugerindo um periodo gestacional de quatro a cinco meses, corroborando com o0s

resultados do presente trabalho.
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Em animais com sazonalidade reprodutiva torna-se necessario um
conhecimento ainda maior de seus ciclos reprodutivos, uma vez que os diversos
eventos e etapas envolvidos no processo reprodutivo sofrem grandes influéncias das
condi¢des climaticas e ambientais (POPE; GOMEZ; DRESSER, 2006).

ApoOs 42 anos da pesquisa de Hoge et al. (1959), nossos dados apontaram que,
apesar do numero de fémeas com auséncia de hemiclitéris na ilha ser baixo, encontros
com esses individuos ainda ocorrem, apesar de raro. Ainda que esses encontros
sejam raros, coletas e/ou analises anatdmicas in situ se tornam imprescindiveis para
o aprofundamento da dinamica reprodutiva destas serpentes. Conforme previsto por
Hoge et al. (1959), houve um aumento de individuos intersexos ao longo dos anos,
porém n&o houve diminuicdo de individuos machos.

Andlises acuradas das medidas biométricas dos exemplares, coletados entre
1995 a 2006, apontaram pela primeira vez, que a propor¢ao sexual de individuos
intersexuados aumentou ao longo dos anos, diminuindo a frequéncia de machos e
“fémeas verdadeiras”, principalmente no periodo reprodutivo durante o inverno, que
corrobora dados coletados por Hoge et al. 1959.

Embora eventos de corte sejam mais frequentemente presenciados por
alguns autores (KASPEROVICZUS, 2009; MARQUES et al., 2013), eventos de copula
séo raros tendo sido recentemente pioneiramente publicado (AMORIM et al., 2019).
Uma hipétese para este fenbmeno pode estar associada a duracdo desse
comportamento, sendo eventos de corte mais longos do que a cépula efetivamente.

As atividades reprodutivas na ilha, foram observadas principalmente no final
do outono e inverno. Neste periodo foi registrada maior frequéncia de individuos
intersexos e um menor numero individuos machos, tanto no solo como na vegetacao.
Embora alguns casais tenham sido observados nesta época, os morfotipos (machos,
intersexos e fémeas) nao foram determinados. Machos provavelmente apresentam
baixa atividade no inicio do inverno, devido a quiescéncia do ciclo espermatogénico
(KASPEROVICZUS, 2009). Fémeas sem hemiclitoris, sdo encontradas no solo e na
vegetacao, sem diferenca estatistica significativa.

Dada a frequéncia de fémeas intersexuadas, uma hipGtese alternativa foi
proposta por Amorim et al (2019). Uma vez que fémeas de B. insularis apresentam
um orgao copulador, hemiclitoris que apresenta funcionalidade e tamanho, a
existéncia de um comportamento de pseudocépula (CREWS; FITZGERALD, 1980)
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nao pode ser rejeitada. Assim, devido ao prolongado periodo de acasalamento de B.
insularis e de fémeas vitelogénicas no final do outono e inverno (MARQUES et al.,
2013), esta pseudocdpula poderia acelerar a vitelogénese, desencadeando
mecanismos neuroenddcrinos reprodutivos, como visto em alguns lagartos (CREWS;
FITZGERALD, 1980) e cobras (WHITTIER; CREWS, 1986). Entretanto, outros
estudos comportamentais devem ser conduzidos na llha da Queimada Grande para
testar esta hipétese.

Em virtude de seu “status” de criticamente em perigo e algumas evidéncias
previamente apresentadas, fica reforcada a necessidade da manutencdo desse
viperideo por meio de uma estratégia de longo prazo de reprodugcdo em cativeiro.
Todavia, um dos maiores obstaculos para o sucesso na reproducdo ex situ de répteis
€ 0 desconhecimento sobre diversos aspectos ecolégicos desses vertebrados,
incluindo sua biologia reprodutiva (BARROS et al., 2020).

6 CONCLUSOES

No presente trabalho foi possivel observar a existéncia de dois morfotipos, aqui
chamadas de fémeas sem hemiclitoris e 0s intersexos, em que 0S intersexos
apresentam maior atividade ao longo das estacfes, com maior pico no periodo
reprodutivo (outono/inverno). A proporcdo sexual de individuos intersexuados
aumentou ao longo dos anos, diminuindo a frequéncia de machos e fémeas sem
hemiclitoris, principalmente no periodo reprodutivo. Apesar de raro, € possivel
encontros com fémeas sem hemiclitéris na ilha, sendo encontradas com mais
frequéncia na vegetacéo do que no solo.

O periodo de gestacao da fémea verdadeira do presente estudo, foi de cinco
meses, corroborado com dados descrito na literatura, onde foi possivel constatar que
fémeas sem hemiclitéris ndo sao estéreis, podendo sim, gerar proles viaveis,
garantindo a perpetuacgédo da espécie. Os machos possuem maior atividade no outono
e no verdo, com baixa frequéncia no inverno. No més de marco foi encontrado um
maior numero de individuos na vegetacdo do que no solo, o que pode estar
relacionado com a época de migracdo de aves na ilha, relacionado com a época de
alimentacéo de B. insularis.

O hemipénis direito dos machos e hemiclitoris direito de individuos intersexos,

sdo maiores no periodo reprodutivo, sugerindo-se que individuos intersexos mostram
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a mesma habilidade como o hemipénis direito dos machos o que pode ser um
indicativo de funcionalidade deste érgéo.

O monitoramento da espécie in situ é primordial para que se compreenda
melhor suas estratégias reprodutivas, além de contribuir com parametros para a
criacdo ex situ de um grupo reprodutivo viavel, visando contribuir com sua

conservagao.
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