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RESUMO

LUCAS, Déborah Fantuzzi, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2019.
Biologia reprodutiva da serpente fossorial Elapomorphus quinquelineatus
(Raddi, 1820) (Dipsadidae, Elapomorphini) em Minas Gerais, Brasil. Orientador:
Renato Neves Feio.

As analises das caracteristicas reprodutivas dos ofidios sdo de extrema importancia
para a compreensdo de sua ecologia e resolugdo de taticas de conservagdo de
espécies vulneraveis ou ameacadas de extingdo. O estudo da biologia reprodutiva
de serpentes inclui varios topicos, entre eles os comportamentos reprodutivos,
fecundidade, acasalamento, maturidade sexual, ciclos reprodutivos e dimorfismo
sexual. Elapomorphus quinquelineatus € uma espécie da tribo Elapomorphini,
endémica da Mata Atlantica do Brasil, sendo escassos dados sobre sua reproducgao.
Assim, o objetivo principal do nosso trabalho foi estudar aspectos da biologia
reprodutiva de E. quinquelineatus presente em cole¢gdes herpetoldgicas de
instituicbes do estado de Minas Gerais. No presente estudo foram utilizados
métodos de andlise da biologia reprodutiva de 66 individuos da espécie E.
quinquelineatus como medidas do comprimento rostro-cloacal (CRC) e comprimento
caudal (CC) para analise de dimorfismo sexual; técnicas macroscopicas e
microscopicas, como sexagem, anadlise de maturidade, histomorfometria dos tubulos
seminiferos, estocagem de esperma no oviduto, espermatogénese, peso dos
individuos e das gbnadas, analise de ductos deferentes enovelados e testiculos
volumosos, presenga de pregas no oviduto e foliculos primarios e/ou secundarios,
época de nascimento dos filhotes, contagem dos ovos/foliculos para analise da
fecundidade. Nas analises reprodutivas da espécie, a menor fémea madura
apresentou um CRC de 590 mm, ja o menor macho adulto, um CRC de 226 mm.
Quanto ao dimorfismo sexual, o CRC, CC e EV médio foi maior para as fémeas, e o
numero médio das escamas subcaudais foi maior nos machos, sendo todos estes
resultados estatisticamente significativos. Os foliculos primarios ocorrem quase o
ano todo (exceto agosto e setembro), ja os foliculos secundarios e ovos se
desenvolvem nos meses de maio a julho (estagédo seca), sendo o ciclo reprodutivo
classificado como sazonal. Os foliculos em vitelogénese secundaria mediam
aproximadamente 6 mm de comprimento e o tamanho médio da ninhada foi de 13
ovos por fémea. Os machos foram espermatogénicos durante os meses de janeiro,
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marg¢o, abril, outubro e novembro (média do comprimento dos testiculos foi 11,95
mm), e ndo espermatogénicos em abril e novembro (média do comprimento dos
testiculos foi 6,63 mm), sendo o ciclo reprodutivo classificado como aciclico. A
massa corporal média dos machos foi 9,759, sendo desta 0,048g do testiculo, 0,010
da albuginea e 0,038 do parénquima. Os tubulos seminiferos apresentaram meédia
de diametro, altura, comprimento tubular total e comprimento tubular /g de testiculo
de 211,13; 58,23; 13,64 e 174,38 respectivamente. O volume dos parametros
tubulares foram VT=0,031ml; VE=0,028ml; VP= 1,71x10-3ml; VL=2,19x10-3ml;
VTe=0,09ml, e a densidade volumétrica (%) foi: tubulo seminifero = 81,29;
intertubulo = 18,71; epitélio = 72,17 e lumen = 5,45.
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ABSTRACT

LUCAS, Déborah Fantuzzi, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2019.
Reproductive biology the fossorial snake Elapomorphus quinquelineatus
(Raddi, 1820) (Dipsadidae, Elapomorphini) from state Minas Gerais, Brazil.
Adviser: Renato Neves Feio.

The analyzes of the reproductive characteristics of snakes are extremely important
for understanding their ecology and solving conservation tactics for species that are
vulnerable or threatened with extinction. The study of the reproductive biology of
snakes includes several topics, among them reproductive behaviors, fecundity,
mating, sexual maturity, reproductive cycles and sexual dimorphism. Elapomorphus
quinquelineatus is a species of the Elapomorphini tribe, endemic to the Brazilian
Atlantic Forest, with few data on its reproduction. Thus, the main objective of our
work was to study aspects of the reproductive biology of the species E.
quinquelineatus present in herpetological collections of institutions of the state of
Minas Gerais. In the present study, methods of analysis of the reproductive biology of
66 individuals of the species E. quinquelineatus were used as measures of snout-
vent length (SLV) and tail length for analysis of sexual dimorphism; macroscopic and
microscopic techniques, such as sexing, maturity analysis, histomorphometry of the
seminiferous tubules, sperm storage in the oviduct, spermatogenesis, weight of
individuals and gonads, analysis of endovenous ducts and bulky testes, presence of
folds in the oviduct and primary follicles and / or secondary, recruitment time, egg /
follicle count, and clutch size. In the reproductive analyzes of the species, the lowest
mature female had a SLV of 590 mm, the lowest adult male, a SLV of 226 mm. As for
sexual dimorphism, SLV and mean tail lenght were higher for females, and the
number of ventral scales were higher for females, and subcaudal for males, both
statistically significant. Primary follicles occur almost all year (except August and
September), as secondary follicles and eggs develop in the months of May to July
(dry season), being the reproductive cycle classified as seasonal. The follicles in
secondary vitellogenesis were approximately 6 mm in length and the mean litter size
was 13 eggs per female. Males were spermatogenic during the months of January,
March, April, October and November (mean testicle length was 11.95 mm), and non-
spermatogenic in April and November (mean testis length was 6.63 mm),
reproductive cycle being classified as acyclic. The mean body mass of males was
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9.75g, being 0.048g of testis, 0.010 of albuginea and 0.038 of parenchyma. The
seminiferous tubules presented mean diameter, height, total tubular length and
tubular length / g of testis of 211.13; 58.23; 13.64 and 174.38 respectively. The
volume of the tubular parameters were VT = 0.031 ml; VE = 0.028ml; VP = 1.71x10-
3ml; VL = 2.19x10-3ml; VTe = 0.09 ml, and the volumetric density (%) was:
seminiferous tubule = 81.29; intertubule = 18.71; epithelium = 72.17 and lumen =
5.45.
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1.  INTRODUGCAO

Os estudos reprodutivos sdo fundamentais para a compreensdo da biologia
de qualquer espécie (Almeida-Santos et al., 2014). Recentemente, estudos
realizados com espécimes depositados em colecdes cientificas foram fundamentais
para o incremento do conhecimento sobre a biologia reprodutiva das serpentes do
Brasil, estabelecendo um novo cenario onde € possivel determinar novos padroes
entre as serpentes neotropicais (Pizzatto e Marques, 2006).

Topicos como maturidade sexual, fecundidade, dimorfismo sexual, ciclos
reprodutivos, acasalamentos e comportamentos reprodutivos sdo frequentemente
estudados para uma melhor compreensdo da biologia reprodutiva, e
consequentemente, da histéria natural dos ofidios (Shine, 2003; Shine e Bonnet,
2009). Tal entendimento € fundamental para elaboragdo de estratégias de
conservacao, compreensao da evolugao destas espécies e também dos efeitos da
fossoliaridade na biologia reprodutiva. No que diz respeito as espécies de répteis
fossoriais e semi-fossoriais, a auséncia de dados € tdo expressiva que torna inviavel
a determinacao do real status de ameaga dessas espécies (Bohm et al., 2013). O
alto numero de espécies fossoriais deficientes de dados afeta diretamente a
conservacao destes taxons, uma vez que pode afetar a eficiéncia dos planos de
conservagao (Colli et al., 2016). Segundo um estudo amplo sobre conservacgao de
Bohm et al. (2013), existe uma insuficiéncia de dados para a exatidao quanto as
espécies de répteis fossoriais e semi-fossoriais ameagadas no mundo.

O habito de vida fossorial pode impor muitos desafios a morfologia e
termorregulagdo (Pough, 1980; Shine, 1983) que pode acabar restringindo as
oportunidades de alimentacao, afetando, assim, a reprodugéo (Bohm et al., 2013).

Elapomorphini engloba 45 espécies de serpentes no Brasil, distribuidas em
quatro géneros: Apostolepis; Coronelaps; Elapomorphus; e Phalotris (Costa e
Bérnils, 2018). Estas serpentes possuem ampla distribuicdo na América do Sul,
presentes tanto em areas florestais quanto abertas, incluindo todos os biomas
brasileiros (IBGE, 2004). Por possuirem habito fossorial, estes ofidios compartilham
caracteristicas como o cranio fortalecido, corpo cilindrico, olhos reduzidos, cauda
curta e o tamanho da cabega sem distingdo do corpo (Savitzky, 1983; Ferrarezzi,
1993; Harvey, 1999). Devido a tal habito de vida, o numero de individuos em
colegbes cientificas é escasso (Harvey, 1999; Hofstadler-Deiques e Lema, 2005),

consequentemente afetando o numero de trabalhos relacionados a estas espécies.
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Quanto a reprodugao, pouco se sabe até o momento, mas fémeas vitelogénicas e a
postura de ovos foram relatadas no final da primavera e inicio do verdo, ja o
tamanho da ninhada varia de dois a oito ovos (Travaglia-Cardoso et al., 2001;
Leynaud, 2003; Braz et al., 2009; Barbo et al., 2011).

Elapomorphus quinquelineatus ¢ uma espécie endémica da Mata Atlantica
dos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Bahia e
Santa Catarina (Costa e Bérnils, 2018) e sao escassos 0s estudos sobre sua
biologia reprodutiva, principalmente relacionada a sazonalidade, sabe-se apenas,
segundo Travaglia-Cardoso et al. (2001), que os filhotes nascem no fim da estagao
chuvosa e inicio da seca. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi apresentar
dados reprodutivos sobre maturidade sexual, dimorfismo sexual, ciclos reprodutivos,
fecundidade e descricao histomorfométrica testicular da espécie E. quinquelineatus,
sendo o primeiro estudo reprodutivo aprofundado sobre este género e apenas o
terceiro da tribo Elapomorphini, demonstrando de suma importancia para a

contribuigao sobre a biologia de serpentes fossoriais.

2. MATERIAL E METODOS

21. Coleta de dados

Neste estudo examinamos um total de 66 espécimes de Elapomorphus
quinquelineatus encontradas em ambientes de floresta estacional semidecidual, em
municipios do bioma Mata Atlantica e ecétono com o Cerrado (figura 1). Para a
coleta dos dados, foram visitadas as cole¢des das instituicdes: Universidade Federal
de Vigosa (UFV), Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP), Pontificia Universidade Catdlica de Minas Gerais
(PUC-Minas), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e Fundagao Ezequiel
Dias (FUNED). Os espécimes analisados foram fixados em formol e estavam

preservados em alcool 70%.



. 45°18.0°W AR 43°18.0W o ¥ m_f\b-
| s S
A s
* 4
e o

Q‘ 2 it ) / ("--.,//‘
/ \ m Legenda

[] Limite de municipio
Cerrado
Mata Atlantica

Municipios Numeros

Virginopolis

Conceico do Mato Dentro

Coronel Fabriciano

Belo Horizonte

Sabara

Barao de Cocais

~|o|a|ls]e|n]|=

Caratinga

©

Santa Barbara do Leste

©

Manhuagu

=)

Mariana

-

Ouro Preto

¥

QOuro Branco

Censelheiro Lafaiete 13

Vigosa 14

Muriaé 15

Cataguases 16

Astolfo Dutra 17

20 Rio Novo 18

50 100 150 km Juiz de Fora 19

Passa-Vinte 20

pOry, T | — =

Figura 1- Mapa da distribuicdo geografica dos individuos de Elapomorphus

quinquelienatus utilizados no estudo.

Para cada serpente foram coletados os seguintes dados: peso, comprimento
rostro-clocal (CRC), comprimento caudal (CC) com o auxilio de uma fita métrica
simples; contagem das escamas ventrais, subcaudais, dorsais (nas trés regides),
infralabiais e supralabiais (Peters e Orejas-Miranda, 1986) para analise do
dimorfismo sexual. Posteriormente, foi realizada uma incisdo ventral para a coleta
dos dados como o sexo; o maior didametro do foliculo, ovo e testiculos — mensurado
em milimetros com o uso de paquimetro digital; numeros de ovos; condicdo dos
testiculos, ductos deferentes (como opaco e enovelado, respectivamente) e dos
ovidutos (presenca de pregas); peso dos testiculos, albuginea e parénquima; e, por

ultimo, a retirada de tecido para analise histologica.

Nas fémeas, foram coletados fragmentos do oviduto de 28 individuos com o

CRC de 550 mm a 750 mm (100 mm a mais e a menos em torno da meédia de 650
3



mm). As regides coletadas foram o infundibulo posterior e o utero aglandular,
segundo a classificagdo de Siegel et al. (2011), ambas para analises histolégicas de
estocagem de espermatozoides. Estes fragmentos foram desidratados em
concentracbes crescentes de etanol, incluidos em 2-hidroxietii metacrilato
(Historesin®, Leica), seccionados na espessura de 3um, mantendo-se um intervalo
de cinco cortes entre secgdes, e corados com Giemsa, para melhor visualizagao de
espermatozoides. As preparag¢des foram montadas com Entellan® (Siman et al.,

2017).

Fragmentos do testiculo direito de nove machos, destinados ao estudo em
microscopia de luz, também seguiram os mesmos critérios, porém foram corados
com azul de toluidina - borato de sddio 1% (Siman et al., 2017). Imagens dos tubulos
seminiferos e das regides do oviduto foram obtidas em microscépio Olympus AX-70.
As imagens dos tubulos seminiferos foram analisadas utilizando-se o software de
analise de imagens ImagedJ e Image-Pro Plus.

2.2. Analises dos dados

Foram considerados maduros os machos cujos testiculos se encontravam
opacos, ductos deferentes esbranquicados e enovelados, e presenca de
espermatozoides nos tubulos seminiferos (Shine, 1977; Almeida-Santos et al.,
2006). A maturidade nas fémeas foi confirmada apds a presenga de foliculos em
vitelogénese secundaria ou ovos e/ou espermatozoides estocados no oviduto. Todos
os individuos com um CRC =< 195 mm foram considerados recém-nascidos de

acordo com Travaglia-Cardoso (2001).

Para calcular o dimorfismo sexual da espécie, foi realizado um teste t-Student
no programa estatistico R versdo 3.3.2, com a normalidade e homogeneidade dos

dados testados pelos testes Shapiro Wilk e Levene, respectivamente. Também foi

4



realizado o calculo do indice do dimorfismo sexual (Sexual Size Dimorfism — SSD)
representado pela média do CRC do sexo maior, dividido pela média do CRC do
sexo menor subtraido 1, onde, um resultado positivo, indica que as fémeas sao
maiores que os machos, e negativo, que os machos sdo maiores que as fémeas
(Shine, 1994). Os dados que nao apresentarem distribuicdo normal foram analisados
usando GLM (Generalised Linear Models), com distribuicdo poisson para eliminar o

efeito da subdispergao presentes nestes dados.

A proporgao volumeétrica entre os elementos que compdéem o parénquima
testicular foi estimada a partir da contagem de 2.660 pontos por animal, utilizando-se
reticulo com 266 intersecgdes (pontos), em aumento de 200x, realizando-se a
contagem de 10 campos aleatoriamente distribuidos nas preparagdes histoldgicas
do testiculo de cada animal. Foram anotados pontos sobre as estruturas do
parénquima testicular, como tubulo seminifero, especificando-se aqueles sobre a
tunica prépria, o epitélio germinativo e lumen, e sobre o intertubulo. A proporgéo
volumétrica tubular e dos componentes que compde o tubulo foram calculadas
utilizando-se a seguinte equacgao: Proporgdo volumétrica (%) = (NT / NTT) x 100,
onde NT = Registro do numero de pontos contados sobre o tubulo ou componente e
NTT = Numero de pontos totais contados.

O diametro tubular médio (um) por animal foi obtido a partir da mensuracao,
ao acaso, de 20 secgdes transversais de tubulos seminiferos que apresentavam
contorno o mais circular possivel, sem considerar o estadio do ciclo do epitélio
seminifero. Nas mesmas secc¢des utilizadas para se medir o didmetro tubular foi
mensurada a altura do epitélio germinativo (um) a partir da tunica prépria até o
[imen tubular. O valor encontrado para a altura do epitélio, em cada tubulo,

representou a média de duas medidas tomadas de forma diametralmente opostas.



3. RESULTADOS

3.1. Maturidade sexual

O menor macho maduro examinado apresentou um CRC de 226 milimetros
(tabela 1) e foi coletado no més de janeiro. Através de analises histolégicas e
macroscopicas, foram verificados espermatozoides formados no lumen dos tubulos
seminiferos e ondulagdes no ducto deferente, respectivamente. A menor fémea
madura apresentou um CRC de 590 milimetros e espermatozoides estocados no

utero aglandular, com data de coletada do més de fevereiro.

3.2. Recém-nascidos

Foram examinados um total de sete espécimes recém-nascidas (CRC < 195
mm), com CRC médio de 180,5 + 1,24. O menor individuo encontrado apresentou
um CRC de 159 milimetros e foi coletado em janeiro, os demais espécimes séo de
fevereiro (N=1), marco (N=1), abril (N=1), maio (N=2) e junho (N=1). Demonstrando

que os filhotes podem nascer tanto na estagcao seca quanto na estagao chuvosa.

3.3. Dimorfismo sexual

O indice de dimorfismo do tamanho sexual (SSD) foi de 0,97. As fémeas
apresentaram um CRC e CC maior que os machos, e essa diferenca foi
estatisticamente significativa pelo teste T (CRC: t = 18,323, GL = 44, p < 0,01; CC: t

=4,8053, GL = 44,p <0,01).

Quanto a folidose, as escamas dorsais foram 15-15-15, as infralabiais 8 e
supralabiais 6, e nao tiveram diferencas em relagdo ao sexo. Na tabela 1 podemos
observar que a média das escamas ventrais foram maiores nas fémeas (181,5 +
3,45) (GLM = 19,143; p < 0,001), e a média das escamas subcaudais foram maiores

em machos (40,64 + 3,3) (t =-12.603, GL =44, p <0,01).



Tabela 1- Dados morfolégicos dos adultos de E. quiquelineatus.

Fémeas Machos
Média £ DP Min - Max Média £ DP Min - Max
CRC (mm) 698 * 6,65 590 - 898 325 £ 59,78 226 — 426
CC (mm) 67,5+0,5 56 — 98 56 + 0,57 39-78
EV 181,56+ 3,45 178 - 188 168,21 + 6,1 160 — 177
Sub-C 29,34 +25 24 - 36 40,64 + 3,3 34 - 45
Q n=32; 4 n=14.

3.4. Biologia reprodutiva das fémeas

O maior foliculo de cada fémea também foi analisado juntamente com a data
de coleta dos individuos (figura 2), os foliculos primarios ocorrem quase o ano todo,
nao tendo relato apenas nos meses de agosto e setembro, ja a vitelogénese
secundaria € sazonal, tendo inicio em abril, onde os foliculos tem comprimento
aproximado de 6 milimetros. Os foliculos secundarios e ovos se desenvolveram nos

meses de abril a julho (estagdo seca). Uma das fémeas prenha ndo tem registro de

data de coleta, ja a outra, foi encontrada gravida no més de julho.



30 -

@ Foliculos primérios
® Foliculos secundérios
A Ovos

25 A

-

15 4

Comprimento do maior foliculo (mm)

®
10 - e o
®
S
o, B o @

- L < .

5 oo & @ oo
= o © L
5

0.

J F M A M J J A S (0] N D

Figura 2- Variacdo sazonal do didmetro do maior foliculo ou ovo encontrado em
fémeas adultas de Elapomorphus quinquelineatus. Seta: inicio da vitelogénese

secundaria.

Quanto a fecundidade, o tamanho da ninhada para E. quinquelineatus
apresentou média de 13 = 2,82 ovos (n = 2). A primeira fémea prenha tinha 11 ovos
(23,32 + 5,28) e a segunda fémea, 15 ovos (15,35 £ 3,70) (tabela 2).

Tabela 2- Dados morfolégicos e meristicos sobre as duas fémeas gravidicas de

Elapomorphus quinquelineatus.

N° CRC (mm) Numero de ovos Média * DP
MZUFV1711 804 11 23,32+ 5,28
MZUFV1801 694 15 15,35+ 3,70

Foram encontradas trés fémeas (n=28) com espermatozoides estocados no
utero aglandular, coletadas nos meses de fevereiro, julho e dezembro (tabela 3).
Uma fémea (MZUFV179) apresentou foliculos em vitelogénese secundaria e

estocagem de esperma, além disso, em julho também foi observado uma fémea



gravidica (figura 2), sugerindo uma sincronia entre estocagem de esperma e
prenhes, e também que a ovulagio ocorre antes de julho.

Tabela 3- Comprimento do maior foliculo e a data de coleta das trés fémeas

maduras de E. quinquelienatus encontradas estocando espermatozoides.

N° >FOL (mm) Estocagem Data de coleta
esperma
MZUFV1051 3,04 Sim Fevereiro
MZUFV179 9,83 Sim Julho
MZUFV1630 4,27 Sim Dezembro

Figura 3- Duas fémeas gravidicas de E. quinquelineatus, MZUFV1711 (A) e
MZUFV1801 (B).

3.5. Biologia reprodutiva dos machos

Nao foi encontrado um padrdo quanto a producdo de espermatozoides nos
tubulos seminiferos e as estagdes do ano nos machos a nivel populacional. A nivel
individual, os machos foram considerados aciclicos, pois houve pouca variagao
temporal na extensao da espermatogénese ao longo do ano (Mathies, 2011). Foram

encontrados machos com inumeros espermatozoides no lume tubular tanto na
9



estacdo seca quanto na chuvosa, além de machos espermatogénicos e nao
espermatogénicos nos meses de abril e novembro (tabela 4). O comprimento do
testiculo foi diferente para machos com produgao de espermatozoides (11,95 + 5,87)
e sem producao de espermatozoides (6,63 + 0,10).

Os machos foram classificados apenas como em “sim e n&do” com relagéao a
espermatogénese, pois os individuos MZUFV1467 e 1570 (UFMG) nao obtiveram
padrées semelhantes a tubulos seminiferos quiescentes e recrudescentes para
receberem tal classificagao.

Tabela 4- Comprimento rostro-clocal, comprimento caudal, producdo de
espermatozoides, comprimento do testiculo e data dos machos de Elapomorphus

quinquelineatus submetidos a histologia dos testiculos.

N° CRC CC Espermatogénese CTe Data da
(mm) (mm) (mm) coleta

UFJF 1617 364 65 Sim 1,8 Abril
MZUFV 1476 320 52 Sim 11.53  Novembro
MZUFV 1467 235 46 N&o 6,71 Novembro
MZUFV 1838 364 66 Sim 18,92 Janeiro
MZUFV 1465 416 66 Sim 18,74 Janeiro
MZUFV2225* 226 39 Sim 10,42 Janeiro
UFOP 297 S 330 60 Sim 9,51 Outubro
UFMG 2619 301 60 Sim 12,73 Marco
UFMG 1570 266 50 Nao 6,56 Abril

N = 9; * menor individuo produzindo espermatozoides.

Os parametros biométricos, corporal e testicular de E. quinquelineatus, estao
dispostos na Tabela 5. A massa corporal (MC) foi de 13,90 g e a massa testicular
(MT) atingiu 0,06 g, resultando em um IGS de 0,93%. A massa testicular liquida,

correspondente a massa testicular menos a massa da albuginea, foi de 0,05 g.
10



Tabela 5- Parametros biométricos de Elapomorphus quinquelineatus.

Massa corporal (g) 9,75+ 7,50
Massa testicular (g) 0,048 + 0,040
Massa da albuginea (g) 0,010+ 0,012
Massa do parénquima (g) 0,038 + 0,036

Média £ desvio padrao; n = 4.

Os parametros volumétricos tubulares de Elapomorphus quinquelineatus
encontram-se na tabela 6. O compartimento tubular corresponde a 81,29% do
parénquima e, dentro deste, 72,17% equivalem ao epitélio, 5,45% ao lumen e 3,67%
a tunica propria. Dessa forma, os valores para volume tubular (VT), epitelial (VE), de
tunica prépria (VP) e de lumen (VL) equivalem, respectivamente, a 0,031; 0,027,
1,71 x 10° e 2,19 x 10° mL. Com base nesses valores foi possivel calcular os
indices tubulossomatico (31,41%) e epiteliossomatico (18,49%).

Tabela 6- Densidade volumétrica e volumetria dos elementos tubulares do testiculo

de Elapomorphus quinquelineatus.

Tubulo seminifero (%) 81,29 +7,92
Intertubulo (%) 18,71 £ 7,92
Epitélio (%) 72,17 £ 7,91
Tunica prépria (%) 3,67 £1,45
Lumen (%) 545+ 3,75
Volume tubulo (ml) 0,03 +£0,03
Volume epitélio (ml) 0,03 +£0,03
Volume tunica (ml) 1,71x10°+1,90 x 10°
Volume Iimen (ml) 2,19x10°+1,65x 107
Volume testiculos (ml) 0,09+ 0,08

Média * desvio padrao; n = 4.
11



Na Tabela 7 estido apresentados os dados morfométricos tubulares de
Elapomorphus quinquelineatus. Os valores de diametro tubular (DT) e altura do
epitélio (AE) foram de 211,13 um e 58,23 pm, respectivamente. O comprimento
tubular total foi de 13,64 m e o comprimento por grama de testiculo, que permite
comparacgdes entre espécies diferentes, foi de 174,38 m.

Tabela 7- Morfometria dos aspectos tubulares de Elapomorphus quinquelineatus.

Diametro tubular (um) 211,13 £ 109,02
Altura do epitélio (um) 58,23 + 32,24
Comprimento tubular total (m) 13,64 + 13,07
Comprimento tubular/g de testiculo 174,38 £ 93,55

(m)

Média £ desvio padrao; n = 4.

Com base nos valores de massa corporal, massa do testiculo, massa do
parénquima, porcentagem do tubulo e porcentagem do epitélio foi possivel calcular
os indices gonadossomatico (0,93%), tubulossomatico (31,41%) e epiteliossomatico

(18,49%), (tabela 8).

Tabela 8- indices gonadossomatico, tubulossomatico e epiteliossomatico da espécie

Elapomorphus quinquelineatus.

IGS (%) 0,93 + 0,21
ITS (%) 31,41+ 15,8
IES (%) 18,49 + 17,56

Média * desvio padrao; n = 4.
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Figura 4- A: Aparelho reprodutor feminino da espécie Elapomorphus
quinquelineatus; B: Regidao do utero aglandular da fémea MZUFV 179 com
espermatozoides estocados (*); C: Aparelho reprodutor masculino de E.
quinquelineatus e D: tubulo seminifero, (seta maior) intertubulo, (seta menor) tunica

propria, (*) epitélio seminifero e (x) lumen.
4. DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo detalhado sobre a biologia reprodutiva da espécie
Elapomorphus quinquelineatus, incluindo uma descricdo histomorfométrica dos
tubulos seminiferos, dado ainda pouco estudado para répteis. Além disso, ha um
déficit de dados reprodutivos sobre as serpentes da tribo Elapomorphini, sendo de
suma importancia a elucidagdo de parametros reprodutivos desse grupo de

serpentes fossoriais.
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Elapomorphus quinquelineatus apresentou um indice de dimorfismo sexual
positivo (SSD = 0,97), esse alto valor sugere que a espécie nado possui
comportamento de combate entre os machos (ver Shine, 1994), como em outras
serpentes neotropicais (Pizzatto et al., 2008; Bizerra et al., 2005; Marques et al.,
2006), além de nao existirem relatos na literatura de combates para esta espécie.
As fémeas obtiveram médias significativamente maiores de comprimento rostro-
cloacal que os machos. Em muitas espécies as fémeas sao maiores que os machos
(Pizzatto, 2008) devido a sua capacidade em produzir e estocar mais ovos, €
consequentemente gerar mais filhotes, acarretando um maior sucesso reprodutivo
(Darwin, 1874; Shine, 1994). No caso dos machos, a diminuicdo do custo metabdlico
e a facilidade na locomocgao sado vantagens de um tamanho corporal menor (Darwin,
1874), principalmente em tuneis subterrdneos. Os resultados obtidos para
dimorfismo sexual quanto ao CRC coincidem com o trabalho de Braz et al. (2014) de
uma serpente também Elapomorphini. Foram encontradas diferengas significativas
no tamanho da cauda entre os sexos de E. quinquelineatus, onde os fémeas
apresentam maiores médias caudais que os machos, ao contrario do tipicamente
descrito para serpentes. Segundo King (1989), fungbes durante a copula como
afastamento de outros machos e agregacao reprodutiva sao vantagens para maiores
comprimentos caudais em machos, entretanto, os machos aqui estudados possuem
a cauda proporcional ao seu CRC reduzido, sem perdas aparentes na reproducéo, ja
que o grau de dimorfismo de sexual € influenciado pelo sistema de acasalamento
(Shine, 2003) e nao sao relatadas agregagdes reprodutivas para esta espécie.
Machos de espécies que ndo apresentam comportamento de combate com outros
machos também tendem a possuir menores comprimentos caudais (King, 1989).

Apesar de possuirem caudas menores, 0s machos apresentaram um numero

maior de escamas subcaudais em relagao as fémeas (40,64 + 3,3), segundo Faria e
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Brites (2003), um maior numero de escamas na cauda gera mais atrito, favorecendo
a fixacdo dos machos nas fémeas durante o acasalamento. Trabalhos semelhantes
com dados meristicos também apontaram maiores médias de escamas ventrais em
fémeas, como Gomes et al. (1989) para Boa constrictor e tal fato pode ser explicado
pela anatomia do sistema reprodutor, ja que possui ovarios e ovidutos, que sao
orgaos maiores comparados aos testiculos nos machos (Gomes et al., 1989; Gomes

e Puorto, 1993).

A maturacdo precoce dos machos de Elapomorphus quinquelineatus que
observamos nesse estudo (CRC = 226 mm) é vantajosa segundo Pizzatto (2003),
pois os mesmos podem encontrar as fémeas antes dos machos que amadurecem
tardiamente, copulando mais vezes. Além disso, a maturacdo sexual das fémeas
com um tamanho maior que os machos € um dado frequente para ofidios (Shine,
1988), por exemplo, Mesquita et al. (2013), Resende e Nascimento (2015), Braz et
al. (2014); e pode ter relagédo direta com a fecundidade das fémeas: quanto maior o

CRC, maior o tamanho da ninhada e/ou dos ovos.

Neste trabalho, o ciclo reprodutivo das fémeas é descontinuo a nivel
individual e sazonal (estagdo seca) a nivel populacional. O ciclo reprodutivo sazonal
para fémeas é documentado em muitas espécies: Tomodon dorsatus (Bizerra et al,
2005), Atractus pantostictus (Resende e Nascimento, 2015), Erythrolamprus miliaris
(Rojas et al., 2017), e também em outra Elapomorphini (Braz et al., 2014), podendo
ser considerado uma caracteristica da tribo (Braz et al., 2014). A vitelogénese
comega no outono (abril, inicio da estagdo seca) assim como descrito para Phalotris
lativittatus (Braz et al., 2014) e a unica fémea gravidica com data de coleta é de
julho, no inverno, ndo coincidindo com outras espécies Elapomorphini: Phalotris

punctatus (dezembro; Leynaud, 2003), Phalotris lativittatus (dezembro; Braz et al.,

15



2014), Apostolepis assimilis (margo, possivel ovo; Barbo et al., 2011) e para a
prépria espécie Elapomorphus quinquelineatus (novembro; Travaglia-Cardoso et al.,

2001).

A presenca de trés fémeas estocando espermatozoides no utero aglandular,
nos meses de fevereiro, julho e dezembro, pode ser a resposta para a pouca
sincronia entre a vitelogénese e a espermatogénese (que sé coincidiram no més de
abril), porém, o baixo numero amostral dos machos também pode ser um fator
crucial nesse resultado. Estima-se que a espécie copule em qualquer época do ano
e as fémeas estoquem os espermatozoides até o periodo da ovulagao, pois uma das
fémeas (MZUFV179) foi encontrada com foliculos em vitelogénese secundaria e

espermatozoides armazenados no oviduto.

O nascimento dos filhotes de E. quinquelineatus (recém-nascidos CRC < 195
mm) foi relatado nesse estudo em meados da estacdo chuvosa até meados da
estacao seca, e ndao somente no fim da estacdo chuvosa e inicio da seca, como
comumente encontrado em outros ofidios na literatura (por exemplo, Braz et al.,
2014; Pizzatto et al., 2008; Marques, 1996). As datas de nascimentos aqui
apresentadas (janeiro n=1; fevereiro n=1, margo n=1; abril n=1; maio n=2 e junho
n=1), coincidem com a data do trabalho de Travaglia-Cardoso (2001), onde um ovo
de Elapomorphus quinquelineatus eclodiu em margo. Entretanto, o tamanho da
ninhada descrito por Travaglia-Cardoso (2001) (2 ovos), € muito inferior ao
encontrado (13 ovos) para esta espécie, tal fato pode ser explicado pois 0s ovos
analisados aqui ainda estavam no oviduto, podendo diminuir 0 numero antes ou
depois de ovopositados, como por exemplo, atresia do ovo, ou ingestdao dos ovos

ovopositados, ja relatado para a espécie por Travaglia-Cardoso (2014).
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A classificagao do ciclo reprodutivo dos machos foi considerada aciclica,
devido a pouca variagao na espermatogénese ao longo do ano, logo, infere-se que
0s machos produzam espermatozoides por todo o ano, como, por exemplo
Laticauda colubrina (Gorman et al., 1981). Porém, um numero amostral mais
significativo e analises precisas dos testiculos e ductos deferentes sdo necessarios

para a comprovagao mais precisa de “aciclico” (Mathies, 2011).

Analises morfométricas dos testiculos dos individuos da espécie
Elapomorphus quinquelineatus n&o obtiveram um numero amostral suficiente para
comparagao entre as estacbes e entre espécimes com produgdo de
espermatozoides ou sem produgcdo de espermatozoides nos tubulos seminiferos,

portanto, foi feito apenas um estudo descritivo destes dados.

O tamanho e/ou volume dos testiculos sdo dados frequentemente estudados
para analise da atividade espermatogénica (Pizzatto, 2005; Pizzatto et al., 2008;
Gomes e Marques, 2012; Bellinni et al., 2013; Gribbins et al., 2008), pois este 6rgao
pode aumentar de tamanho durante a espermatogénese (Gribbins e Rheubert,
2011). Contudo, apenas essas medidas ndo sao suficientes para a conclusdo da
atividade testicular (Braz et al., 2014; Rojas et al., 2013). O comprimento de um dos
testiculos (UFJF 1617) com espermatozoides nos tubulos seminiferos foi apenas 1,8
mm, entretanto, a média de comprimento para machos em espermatogénese foi de

11,95 mm (DP=5,87) e ndo espermatogénicos foi 6,63 mm (DP=0,10).

Este é o primeiro estudo a avaliar a morfometria tubular completa e os indices
de producao espermatica dos testiculos da serpente Elapomorphus quinquelineatus.
A média da altura do epitélio seminifero do testudinata Graptemys
pseudogeographica em setembro (no apice da sua espermatogénese) (Lancaster et

al., 2014), é semelhante a média encontrada para E. quinquelineatus neste estudo.
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E. quinquelineatus também apresentou parametros da densidade volumétrica
semelhante ao testudine Kinosternon scorpioides, como o tubulo seminifero (81,29);
intertubulo (17,1) e epitélio (69,4) (Sousa et al., 2014), tais semelhancas podem ser
comum a classe Reptilia. Entretanto, a porcentagem média do lumen (6,39%) do
roedor Kannabateomys amblyonyx (Siman et al., 2017) foi mais semelhante ao ofidio
estudado. Com relacdo a morfometria, o didmetro do tubulo seminifero de K.
amblyonyx (214,33) foi muito parecido com E. quinquelientus (211,13), mesmo com
todas as outras medidas sendo distintas (altura do epitélio, comprimento total do
tubulo e comprimento do tubulo/ g de testiculo) (Siman et al., 2017). O indice
gonadossomatico (IGS) foi baixo (0,93%), porém, os indices epiteliossomaticos
(IES=18,49%) e tubulossomaticos (ITS=31,41%) da espécie foram relativamente
altos, e nao foram semelhantes aos dados de testudines e de mamiferos (rodentia e
chiroptera) avaliados (Morais et al., 2013; Siman et al., 2017; Sousa et al., 2014;

Lancaster et al., 2014).

Com base no total de individuos em relagao ao sexo, o numero de fémeas foi
extremamente maior do que os machos em todas as colegdes visitadas, uma
explicagédo plausivel seria um maior risco de mortalidade dos machos pela intensa
movimentagdo para procurar fémeas e copular (Aldridge e Brown, 1995), ou até
mesmo, ja dito anteriormente, como os machos sdo menores, sd0 mais ageis e mais

dificeis de serem capturados e representados em tais colegoes.

5. CONCLUSAO

o Nosso trabalho foi o primeiro estudo detalhado sobre a biologia reprodutiva da
especie Elapomorphus quinquelineatus;

o A maturidade dos machos (CRC=226 mm) ocorre com um comprimento

rostro-cloacal menor que nas fémeas (CRC=590 mm);
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° O recrutamento dos filhotes de E. quinquelineatus ocorre nos meses de
janeiro a junho, em meados da estagao chuvosa até meados da estagao seca;

o O tamanho da ninhada da espécie varia de 2 a 13 ovos;

o Existe dimorfismo sexual na espécie em relagdo ao tamanho e o numero de
escamas; onde as fémeas possuem um maior CRC; CC e um maior numero de
escamas ventrais que os machos, e os machos possuem maior numero de escamas
subcaudais que as fémeas, além de um SSD positivo (0,97);

o O ciclo reprodutivo das fémeas desta espécie € sazonal a nivel populacional,
com a vitelogénese ocorrendo na estagéo seca, e descontinuo a nivel individual;

o O ciclo reprodutivo dos machos da espécie € aciclico a nivel populacional, e
incerto a nivel individual, estimamos que os machos produzam espermatozoides ao
longo de todo o ano;

o Estudos de mais aspectos reprodutivos e um numero amostral significativo
sao necessarios para comprovagao do ciclo reprodutivo dos machos;

. Esse foi o primeiro estudo biométrico, volumétrico e morfométrico do testiculo
de uma serpente Elapomorphini;

o O numero amostral das fémeas foi maior que dos machos nas cole¢des das

instituicoes visitadas, demonstrando uma dificuldade maior em capturar os machos.
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ANEXOS
Espécimes analisados:

MZUFV710 MZUFV 2124
MZUFV 764 MZUFV 2118
MZUFV 383 UFJF 856
MZUFV 999 UFJF 231
MZUFV 179 FUNED 1000

MZUFV 1268 FUNED 2126
MZUFV 1630 PUC-MINAS 4965
MZUFV 1699
MZUFV 1314
MZUFV 1398
MZUFV 800
MZUFV 30
MZUFV 14
MZUFV 2446
MZUFV 1935
MZUFV 2199
MZUFV 1831
MZUFV 1764
MZUFV 1051
MZUFV 1050
MZUFV 1711
MZUFV 1058
MZUFV 1229
MZUFV 1460
MZUFV 1230
MZUFV 2417
MZUFV 2223
MZUFV 1801
UFOP 852 S
UFOP 353 S
FUNED 2537
FUNED 1814
PUC-MINAS 4456
PUC-MINAS 6290
PUC-MINAS 4844
UFMG 1961
UFMG 1404
UFJF 660
UFJF 332
UFJF 626
UFJF 283
UFJF 573
UFJF 504
UFJF 994
UFJF 986
UFJF 1617
MZUFV 1476
MZUFV 1303
MZUFV 1467
MZUFV 1838
MZUFV 1465
MZUFV 1432
MZUFV 1231
MZUFV 711
MZUFV 2298
MZUFV 2225
UFOP 297 S
UFMG 2619
UFMG 1570
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