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Abstract. Reproduction is an important phase for snakes and it can be modulated by some
factors like phylogeny, availability of prey and temperature. With logded specimens at scientific
collection in Rio Grande do Sul state, we could describe the reproductive cycle of
Thamnodynastes hypoconia Cope, 1860 at the Brazilian southernmost portion, under seasonal
temperature regime. Through macroscopic (testicular mass and GSI) and histological analyses
of the diameter and height of the epithelium of the seminiferous tubules wasn’t seasonal, at the
same histological analyses of the SSK we observe hypertrophy during summer. Besides, also
through microscopic analyses, we observe spermatozoa filling the duct deferens throughout the
year, indicating sperm storage. Despite the studied population was in a region with strong
temperature variations over the year, males shown a continuous reproductive cycle. In addition,
because Serpentes is a group with great reproductive diversity, this study joins others that

elucidate this important aspect of their life in the neotropical temperate zone.
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Resumo

A reproducdo é uma fase importante para serpentes e pode ser modulada por fatores como
filogenia, disponibilidade de presas e temperatura, entre outros. O objetivo deste estudo foi
descrever o ciclo reprodutivo de Thamnodynastes hypoconia (Cope, 1860) na porc¢éo austral do
Brasil, sob regime climatico sazonal de temperatura. Os espécimes utilizados foram todos
oriundos das colecdes cientificas do sul do Rio Grande do Sul, e analisados macroscopicamente
(massa testicular e Indice Gonadossomatico) e microscopicamente (diametro e altura do epitélio
dos tubulos seminiferos e SSR). Os parametros macroscépicos foram estatisticamente iguais
entre as estagdes. Os tUbulos seminiferos ndo variaram sazonalmente de acordo com as
variaveis amostradas. Atividade do segmento sexual-renal foi maior durante o verao (janeiro a
marc¢o). Adicionalmente, os ductos deferentes dos exemplares histologicamente analisados se
apresentaram preenchidos por espermatozoides durante o ano todo, indicado a estocagem destes
para posterior liberacdo. Estes resultados demonstram que ndo houve relagdo entre o ciclo
reprodutivo dos machos de Thamnodynastes hypoconia e a sazonalidade climatica. Por se tratar
de um grupo com grande diversidade reprodutiva, este estudo visa somar informacdes aos

conhecimentos preexistentes sobre a reproducdo de Serpentes na zona temperada neotropical.

Palavras-chave: sazonalidade. temperatura. tibulo seminifero, segmento sexual renal. ducto

deferente. histologia.
Introducéo

A reproducdo € um evento importante na vida de um organismo, por requerer grande custo
energético (Vitt e Cadwell 2014) e seu sucesso representa a perpetuacdo da espécie. Ela pode
ser modulada por fatores bidticos como filogenia, ecolégicos como disponibilidade de alimento,
e abidticos como a temperatura. O conhecimento sobre a biologia reprodutiva das espécies de
serpentes de clima temperado-neotropical ainda é escasso, comparado a décadas de estudos no
assunto em regides como América do Norte, Europa e Australia. Contudo, trabalhos recentes
vém enriquecendo o conhecimento sobre a reproducdo das serpentes na América do Sul
(Pizzato et al. 2007, Muniz-da-Silva 2012, Bellini et al. 2013, Rojas et al. 2013, Bellini et al.
2014, Loebens et al. 2016, Rebelato et al. 2016, Quintela et al. 2017, Mea 2018).

Neste cenario, as colecdes cientificas de museus e universidades tém mostrado sua importancia,

uma vez que os diversos trabalhos realizados acerca da biologia reprodutiva utilizam a



dissecacdo de espécimes fixados para acessar caracteristicas especificas da historia de vida das

espécies, inspecionando o sistema reprodutor e 6rgaos acessorios (Pizzato et al. 2007).

O sistema reprodutor das serpentes macho é composto por testiculo, ducto deferente, e
hemipénis, todos sdo Orgdos pares dispostos assimetricamente (Volsge 1944). Estudos de
biologia reprodutiva de serpentes comumente utilizam apenas medidas macroscopicas dos
orgdos de interesse, como volume do testiculo e largura do ducto deferente, para inferir os ciclos
espermaticos e estocagem de esperma (Volsge 1944, Yokoyama e Yoshida, 1993, Almeida-
Santos et al. 2014).

O rim também tem participacdo no ciclo espermatogénico, atraves de secre¢fes do segmento
sexual-renal (SSR). Apesar de sua funcdo ndo ser completamente elucidada, sabe-se que seus
produtos sdo incorporados ao sémem. Observa-se um aumento na sua atividade, identificado
como hipertrofia do tecido na presenca de testosterona (Krohmer et al. 2004, Rojas e Almeida-
Santos 2008, Aldridge et al. 2011, Rojas et al. 2013).

O ciclo reprodutivo em machos de Squamata geralmente compreende trés etapas: a
espermatogénese, estocagem de espermatozoides nos ductos deferentes e a copula. Esse ciclo
pode ser continuo ao longo do ano ou pode ser sazonal, neste caso ocorrendo somente nas
estacOes mais favoraveis ao encontro de parceiros e nascimento da prole (Greene 1997). Por se
tratarem de organismos ectodérmicos, a temperatura se torna fator abidtico de grande
importancia na determinacéao deste ciclo, ja que todos processos fisioldgicos sdo dependentes
da temperatura (Vitt e Cadwell 2014). No caso de serpentes que habitam regides de clima
temperado, onde as estacdes sao bem definidas pelas mudancas de temperatura (Vieira 1984),
as estacbes mais favoraveis para reproducdo Sdo primavera-verdo, pois apresentam

temperaturas mais elevadas, necessarias para tais processos fisioldgicos (Pizzato et al. 2007).

S&o poucos e recentes aqueles que utilizam dados de estruturas microscopicas para determinar
picos de producéo e estocagem de esperma e assim definir se ha sazonalidade na reproducéo de
Serpentes (Muniz-da-Silva 2012, Rojas et al. 2013, Loebens et al. 2016, Almeida-Santos et al.
2017, Barros et al. 2017, Mea 2018). Estudos a nivel macroscépico que determinam ciclo
apenas pelo aumento nas dimensdes dos testiculos por vezes trazem resultados ambiguos para

mesma especie para uma mesma regido (Bellini et al. 2013, 2014).

Thamnodynastes hypoconia (Cope, 1860) é uma serpente Dipsadidae que pode atingir 70 cm
de comprimento total (Giraudo 2001). Possui padrdo de atividade sazonal, sendo encontrada

principalmente entre dezembro e margo (Sawaya 2004, Bellini et al. 2013, Rebelato et al. 2016).
5



De distribuicdo ampla no Brasil, possui registros desde o Nordeste, Centro-oeste, Sudeste e Sul
do pais, e também no Paraguai, Uruguai e Argentina (Franco 1999, Giraudo 2001), onde habita
campos e restingas, associados a corpos hidricos (Marques et al. 2001, Achaval e Olmos 2003).
As fémeas apresentam ciclo vitelogénico sazonal, e para machos o ciclo espermatogénico ja foi
relatado tanto como sazonal quanto continuo, inferidos através de andlises macroscopicas
(Sawaya 2004, Bellini et al. 2013, 2014, Rebelato et al. 2016).

Sabendo que a variacdo sazonal climéatica pode modular o ciclo reprodutivo e que somente
analises macroscopicas do sistema reprodutor podem mostrar resultados ambiguos, a analise
microscopica torna-se fundamental para descri¢do do ciclo anual de serpentes (Rojas et al.
2013, Almeida-Santos et al. 2014). Ainda, sabendo que ha divergéncia quanto a descri¢do dos
ciclos reprodutivos em machos, este estudo tem como objetivos descrever o ciclo reprodutivo
de machos de Thamnodynastes hypoconia no extremo sul do Brasil, baseados nas hipoteses (1)
seu ciclo reprodutivo é sazonal, e que para garantir que ocorrerd fecundagdo durante a copula e
sendo o ciclo sazonal (2) os machos utilizam a estratégia de estocagem de esperma nos ductos
deferentes, e sabendo que o SSR tem funcdes relacionadas a espermatogénese e possivelmente
na manutencgédo do esperma nos ductos deferentes (3) o SSR apresenta atividade sazonal assim

como os testiculos.

Material e Métodos

Area de estudo

O extremo sul do Brasil, mais precisamente a porcdo sul da planicie costeira € uma regido
caracterizada pela ocorréncia de areas Umidas, como lagoas, banhados temporarios e
permanentes, associados a um mosaico de dunas, campos e matas de restinga (Waechter1985).
O extremo sul esta inserido na Zona Temperada Sul, com grande amplitude térmica durante o
ano, classficada por Rossato 2011 como Subtropical la e com precipitacdo em torno de 1200-

1500 mm anuais e temperatura anual média entre 17-20 °C.
Coleta de dados

Foram analisados 24 exemplares machos maduros sexualmente, ou seja aqueles com ducto
deferente enovelado na porcdo distal (Pizzatto et al 2007); tombados nas colecGes cientificas
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Universidade Federal de Rio Grande
(FURG), Universidade do Vale dos Sinos (UNISINOS) e Museu de Ciéncias e Tecnologia da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (MCT-PUCRS), coletados nos

municipios Rio Grande, Pelotas e Jaguardo entre os anos 2001 e 2016. Foram utilizados
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somente exemplares oriundos dessa regido para garantir homogeneizagcdo das amostras em

relacdo ao clima.
Anélise macroscépica

Aferimos o comprimento rostro-cloacal (CRC) e a massa corporal (g) de todos os exemplares.
Ambas medidas foram feitas apds os animais serem fixados e armazenados. A massa do
testiculo foi medida para o célculo do Indice Gonadossomatico (IGS), que expressa a
porcentagem da massa corpdrea apresentada pelo testiculo, [IGS = (massa do testiculo/massa
corporal) x 100] (Clesson et al. 2002).

Analises histoldgicas

Os orgdos selecionados para preparacdo de laminas histologicas foram testiculo, ducto

deferente e rim. Determinamos a anélise do 6rgéo direito para padronizacdo das amostras.

Fragmentos dos orgdos na por¢do mediana do testiculo, na porcao cranial do rim e caudal do
ducto deferente (Rojas et al. 2013) foram desidratados numa série crescente de etanol (70-95%)
e incluidos em resina de metacrilato de glicol Leica®. Posteriormente foram feitos cortes de 3
pum de espessura em um microtomo Leica RM2245 e corados com corante azul de toluidina
(Vanin et al. 2016).

A partir de laminas histolégicas foram obtidas 10 medidas de variaveis por individuo com
auxilio de microscopio ocular com ocular milimétrica. As varidveis analisadas foram o didmetro
e altura do epitélio do tabulo seminifero e do segmento sexual renal, e presenca ou auséncia de
espermatozoides no limen do ducto deferente. Ap6s a obtencdo das 10 medidas para cada

variavel por individuos, gerou-se uma média para a variavel.
Analises estatisticas

Para as analises sazonais da espermatogénese, mais precisamente da espermiogénese que é a
formacdo de espermatozoides, em T. hypoconia, definimos as estacbes como verdo (janeiro,
fevereiro, margo), outono (abril, maio, junho), inverno (julho, agosto, setembro) e primavera
(outubro, novembro, dezembro) e as serpentes dispostas quanto a sua data de morte. O total de
serpentes analisadas para cada estacdo foi cinco no verdo, seis no outono, seis no inverno e sete
na primavera, entretanto para cada pardmetro houve variagdo na quantidade de individuos

analisados.

Para testar a normalidade foi aplicado teste Shapiro-Wilk. As amostras de IGS ndo apresentam

distribuicdo normal (P < 0,05), portanto foi aplicado o teste Kruskal-Wallis para dados néo-
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paramétricos para verificar as diferengas sazonais. A massa testicular, didmetro dos tubulos
seminiferos e do SSR e altura do epitélio dos tubulos seminiferos e do SSR apresentaram
normalidade (P > 0,05) e foram testados quanto a sazonalidade na Anélise da Variancia
(ANOVA) e post hoc Tukey no programa Past 3.0 (ZAR 2014).

Resultados

Os machos de Thamnodynastes hypoconia apresentaram um CRC médio de 391,96 mm
(variacdo = 270-496 mm, DP = 57,84). A massa corporal média foi 24,71 g (variacdo = 11,33-
47,57 g, DP = 8,62). A massa média dos testiculos foi 0.0593 g (varia¢do = 0,0173-0,1118 g,
DP =0,0281).

A massa dos testiculos variou sazonalmente (ANOVA - F = 3,2218, P = 0,0439), entretanto o
teste Tukey ndo identificou diferencas significativas nas médias entre as estacfes. Sendo as
maiores no verao e primavera (0,0817 g e 0,0708 g, respectivamente) e as menores no inverno
e outono (0,0418 g e 0,0482 g, respectivamente) (Tabela 1, Figura 1A).

O IGS néo apresentou variagdo significativa entre as estacdes do ano em estudo (Kruskal-
Wallis: H = 5,298; P = 0,1512), ou seja, a massa do testiculo em relacdo a massa corporal ndo
variou entre as estacfes, apesar da maior média ser no verdo e a menor durante o inverno
(Tabela 1, Figura 1B).

Dos 24 exemplares de T. hypoconia, 19,2 % (n = 19) puderam ser analisados quanto o diametro
do tdbulo seminifero. 62,5 % (n = 15) puderam ser medidos quanto a altura do epitélio
germinativo e durante o inverno havia apenas um individuo vidvel para essas medicdes,
inviabilizando a comparacdo com esta estacdo. No didmetro e altura do epitélio do SSR foram
66,6 % (n = 16). Os demais apresentavam variacfes estruturais, como tubulos nao circulares
em sessdo transversal, colapsados ou ndo apresentavam limen, impossibilitando algumas
medi¢des. Haviam também exemplares cujos tecidos estavam despedagados ou com estratos

epiteliais ausentes, sugerindo mé conservacéo.

No didmetro dos tabulos seminiferos também nao houve variacdo sazonal (ANOVA: F =
2,7303, P = 0,2163), ainda assim as maiores médias de diametros foram observados durante o
verdo e menores durante o inverno (Tabela 2, Figura 1C). A altura do epitélio germinativo
também ndo variou significativamente entre as estacdes (ANOVA: F = 0,5971; P = 0,5714;
Tabela 2, Figura 1D, Figura 2). Na luz dos tibulos a presenca de espermatozoides quase nunca

foi abundante, somente em um individuo no verao.



As medicdes do SSR obtidas apresentaram variagcdo sazonal no didmetro (ANOVA: F = 5,0049,
P =0,0176) diferentes apenas entre verdo e inverno (Tukey: P < 0,05; Tabela 3, Figura 1E). A
altura do epitélio do SSR variou sazonalmente (ANOVA: F = 4,4089, P = 0,0259), porém

somente entre verdo e inverno (Tukey < 0,05; Tabela 3, Figura 1F, Figura 3).

Foram observados espermatozoides no ducto deferente durante todo ano, indicando que os
machos de Thamnodynastes hypoconia estocam esperma (Figura 4). No entanto, ndo foram
todos individuos amostrados que apresentavam espermatozoides na luz do ducto, ainda que
todos apresentassem essa estrutura enovelada. No verdo, outono e inverno, somente uma
serpente, em cada uma destas estac0es ndo apresentou essa condi¢cdo. Na primavera quatro

dentre sete serpentes ndo apresentavam espermatozoides nos ductos deferentes.
Discusséo

O ciclo reprodutivo de Thamnodynastes hypoconia ja foi estudado anteriormente (Sawaya
2004, Bellini et al. 2013, 2014). Sawaya 2004, descreve o ciclo reprodutivo somente para
fémeas, definindo um ciclo sazonal durante a estagdo chuvosa, para uma populacéo estudada
no Cerrado brasileiro. Nos estudos de Bellini et al 2013, 2014, considerando fémeas e machos,
resultados ambiguos foram apresentados para os Gltimos, numa regido com sazonalidade
climéatica (seca e chuvosa) que abrangia a Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai. Mais
recentemente Rebelato et al 2016, estudando espécimes do sul do Rio Grande do Sul
determinou que os machos desta espécie apresentam ciclo continuo, baseado somente em

analises macroscopicas.

Nosso estudo revela resultados estatisticamente nao significativos nas analises macroscopicas
de IGS e massa testicular, e microscopicas para didmetro do tubulo seminifero e altura do
epitélio germinativo. De acordo com estes resultados ndo podemaos aferir sazonalidade quanto

a producdo de gametas no ciclo reprodutivo de machos T. hypoconia.

O baixo numero amostral dos parametros microscopicos dos testiculos, principalmente a altura
do tabulo seminifero, provavelmente é o motivo de nao serem observadas diferencas estatisticas
que indicariam a sazonalidade do ciclo esperada. Caracteristicas como estratos epiteliais
ausentes, tubulos colapsados, pouca impregnacdo de corante e consequentemente
impossibilitando todas as medicdes, indicam que algum momento o processo de fixagdo e
manutencdo destes espécimes nao foi adequado para que andlises histolégicas fossem realizadas

posteriormente.



Ciclos continuos ja foram determinados para serpentes de regido subtropical-temperada, como
Erythrolamprus miliaris (Pizzatto e Marques 2006) e Mastigodryas bifossatus (Leite et al.
2009), e também continuo na regido de clima tropical em Erythrolamprus aesculapii (Marques
1996), Oxyrhopus guibei (Pizzatto e Marques 2002) e Pseudoboa nigra (Orofino et al. 2010),
ressaltando que nestes estudos ndo foram aplicadas técnicas histoldgicas a fim de verificar
realmente as mudancas a nivel celular. Outros estudos que incluem individuos machos e
analises histoldgicas determinaram ciclo sazonal na espermiogénese sob diferentes regimes
climéticos (Almeida-Santos et al 2006, Rojas et al. 2013, Loebens et al. 2016, Mea 2018).

A hipertrofia do do SSR observada para o periodo do verdo indica maior atividade dessa
estrutura durante a época mais quente, diferentemente do que ja foi registrado para outras
serpentes no Sul do pais, como Erythrolamprus poecilogyrus (Mea 2018) e Philodryas
pagatonoiensis (Loebens et al. 2016), onde a maior atividade do SSR foi registrado durante o
inverno. A regressdo desta estrutura, acontece apés a copula (Volsge 1944, Bishop 1959, Fox
1977, Schuett et al., 2002; Krohmer et al. 2004, Graham 2006, Aldridge et al. 2011), e neste
trabalho o inicio da regressao foi observada no outono até o inverno, com menores medidas de
didmetro e altura desse segmento. Com isso, estimamos que a estacdo da copula da espécie na
area de estudo inicie na primavera e dure até o final do verdo, considerando que a espécie possua
um sistema de acalasamento poliginico, ou seja, mais de uma cépula por estacdo reprodutiva
(Pizzato et al. 2007).

Nas analises histoldgicas do ducto deferente, verificamos a presenca de espermatozoides na luz
do ducto durante todo o ano e geralmente abundante, preenchendo-o quase por completo,
contrastando a falta de espermatozoides nos tubulos seminiferos. Essa caracteristica é
observada nas serpentes de ciclo sazonal. E devido ao padréo de atividade de T. hypoconia ser
sazonal, assim como as presas que compdem sua dieta e fémeas da espécie apresentando ciclo
sazonal, (Sawaya 2004, Bellini et al. 2013, 2014, Rebelato et al. 2016) esperdvamos também
observar um padrdo sazonal na producdo de espermatozoides, ao contrario do que foi

observado.
Concluséao

Ao final deste trabalho concluimos que:
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1. Os machos de Thamnodynastes hypoconia da regido austral do Brasil apresentam ciclo
reprodutivo continuo, ainda assim, essa informacéo deve ser vista com cautela devido
ao baixo numero amostral para a maioria dos parametros analisados.

2. O segmento sexual-renal apresentou atividade sazonal durante o verdo e regressdo no
inverno, indicando que a primeira estacdo é quando ocorre a copula.

3. Os machos fazem estocagem de esperma a fim de garantir a copula em qualquer
momento da estacdo reprodutiva.

4. As analises histoldgicas foram fundamentais para melhor compreensdo do ciclo
reprodutivo nos machos.

5. Ao mesmo tempo em que as colecdes cientificas se mostraram extremamente
importantes para realizacdo deste estudo, o aperfeicoamento das técnicas de

conservagao de espécimes também se faz necessario.
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AnNexos

Figura 1. Variacdo sazonal do —A. IGS, —B. Massa testicular, —C. Didmetro do tubulo
seminifero, —D. Altura do epitélio germinativo, —E. Didmetro do SSR, —F. Altura do epitélio
do SSR, em machos de Thamnodynastes hypoconia no Sul do Brasil. As caixas representam o
desvio padrdo. A linha ao meio representa a mediana. As linhas verticais representam valores

maximos e minimos.
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Tabela 1. Variagdo nos valores de massa testicular e IGS de Thamnodynastes hypoconia

entre as estacGes do ano.

Estacdo N Massa testicular (g) N IGS (%)
Verao 5 0,0817 +0,0173 5 0,3692 +0,3369
Outono 6 0,0482 +0,0246 6 0,2082 +0,1099
Inverno 6 0,0418 +0,0276 6 0,2072 +0,1886
Primavera 7 0,0708 +0,0271 7 0,3135 +0,1559

Numero de espécimes examinados (N), médias e desvios padréo (+) por estagdo. indice Gonadossomaético (1GS).

Tabela 2. Variacéo nos valores de diametro e altura do epitélio dos tubulos seminiferos de

Thamnodynastes hypoconia entre as estagdes do ano.

Diametro Tubulo Altura Epitelio
Estacéo N - N L
Seminifero (um) Germinativo (um)
Veréo 5 259,75 £58,9866 5 50,4 +9,8892
Outono 6 210,6667 +69,523 5 50,4 £15,1132
Inverno 4 157,75 40,9808 1 47 +13,3749
Primavera 4 228,25 +48,7741 4 56,5 +11,4466

NUmero de espécimes examinados (N), médias e desvios padréo (*) por estacéo.

Tabela 3. Variagdo nos valores de diametro e altura do epitélio do SSR de Thamnodynastes

hypoconia entre as estagdes do ano.

Estacdo N Diametro SSR (um) N Altura Epitélio SSR (um)
Verdo (A) 4 1575+32,2¢ 4 70,875 +12,1364 ©
Outono (B) 5 135+41,5 5 53,6 +19,0338
Inverno (C) 4 60,5 +16,5 A 4 23,75 +8,9693 A

Primavera (D) 3 111,3 £62,7 3 41,6667 +32,2793

Teste Tukey: diferencas significativas (P < 0.05) entre as estacdes representadas pelas letras. Nimero de espécimes examinados (N),

meédias e desvio padréo (*) por estagdo. Segmento sexual-renal (SSR).
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Figura 2. Cortes histoldgicos do testiculo de Thamnodynastes hypoconia do sul do Brasil evidenciando os
tabulos seminiferos. (A) Verdo. (B) Outono, (C) Inverno (D) Primavera. Barra de medic¢éo do didmetro do

SSR em (B) e da altura do epitélio do segmento em (C). Luz do tubulo (*).
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Figura 3. Cortes histoldgicos do rim de Thamnodynastes hypoconia do sul do Brasil evidenciando o segmento
sexual renal (SSR). (A) Verdo. (B) Outono, (C) Inverno (D) Primavera. Barra de medi¢do do diametro do

SSR em (B) e da altura do epitélio do segmento em (C). Luz do segmento (*).
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Figura 4. Cortes histolégicos do ducto deferente de Thamnodynastes hypoconia do sul do Brasil,

evidenciando espermatozoides (*) na luz do ducto. (A) Verao. (B) Outono, (C) Inverno e (D) Primavera.
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