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RESUMO

Drymoluber dichrous é uma serpente de habito terrestre e diurno que se distribui pelas
Guianas, Suriname, por¢des amazonicas da Venezuela, Equador, Colémbia, Bolivia, leste do
Peru e Brasil (Minas Gerais, Espirito Santo, sul do Ceara, Bahia, Alagoas, Amazonia em geral
e Maranhdo). Habita o solo de florestas primarias, secundarias, igap0s e outras areas alagadas.
Sua dieta se baseia primariamente de lagartos e anfibios, ocasionalmente ovos de aves e de
lagartos e, em raras ocasides, outras serpentes. Informacbes sobre aspectos reprodutivos da
espécie sdo pontuais e pouco precisos. Neste contexto, este trabalho teve o objetivo geral
investigar a ecologia alimentar e reprodutiva, a partir de analises macro e microscopicas de D.
dichrous procedentes da Amazo6nia Brasileira, verificando as principais caracteristicas
reprodutivas da espécie, sobretudo ciclo reprodutivo, fecundidade, dimorfismo e bimaturismo
sexual, além de descrever a espermiogénese; identificar as presas encontradas no trato
digestivo; verificar a variacdo da frequéncia absoluta de itens alimentares nas diferentes
estacdes do ano; relacionar o habitat e microhabitat utilizados pela serpente e pela presa.
Foram analisados 222 exemplares, depositados na Colecdo Herpetoldgica do Museu Paraense
Emilio Goeldi. Para as analises histoldgicas das gbnadas foram seguidos os procedimentos
amplamente utilizados nesse tipo de estudo. Como resultado, verificamos a presenca de
dimorfismo sexual no tamanho de machos e fémeas, com machos sendo maiores, assim como
a presenca de dimorfismo sexual em relacdo ao comprimento caudal, com machos
apresentando cauda maior que as fémeas, bimaturismo sexual, com machos atingindo a
maturidade sexual mais tardiamente que fémeas. Também foi observado que fémeas maiores
produzem maior quantidade de ovos e, estes estdo distribuidos ao longo do ano, tendo as
fémeas maduras apresentando foliculos vitelogéncios maiores que 12 mm. Nos testiculos,
observou-se a presenca de células germinativas em todas as fases de maturacdo e numerosos
espermatozoides livres no lume tubular nos espécimes maduros, evidenciando atividade
espermatogénica continua ao longo do ano. Com relacdo a dieta obteve-se a presenca de
contetdo em bom estado de conservagdo em 57 espécimes. Foram encontrados 56 lagartos, 48
anfibios anuros 11 serpentes e um mamifero. Em algumas serpentes foram encontrados mais
gue um item alimentar. Os resultados obtidos indicam que D. dichrous € forrageadora ativa,

sendo generalista oportunista, podendo se alimentar de uma grande variedade de presas.

Palavras-chave: Drymoluber dichrous; Dieta; Reproducdo; Analise microscopica de

gbnadas; Amazonia.



1. INTRODUCAO

A historia natural da énfase aos habitos e interacbes do organismo, incluindo o uso do
ambiente, os modos e estratégias reprodutivas, os comportamentos e habitos alimentares e as
taticas defensivas (Greene, 1986; 1994), o que a torna indispensavel fonte de informacédo para
0 conhecimento da ecologia das serpentes (Seigel & Ford, 1987; Bizerra, 1998). Na
Amazonia, esses estudos acabam por fornecer importantes resultados que acabam sendo
usados para aumentar, inclusive, o nivel de conhecimento da ofidiofauna dessa importante
regido (Cunha & Nascimento, 1978).

A biologia reprodutiva ¢ amplamente abordada em estudos de histdria natural de
serpentes, devido, principalmente, a grande diversidade de estratégias reprodutivas existentes
no grupo (Seigel & Ford, 1987; Shine, 2003). Esses estudos incluem, ainda, descricdes dos
modos reprodutivos, periodos de vitelogénese, ovulacdo e gestacdo, periodos de
espermatogénese e de acasalamento, fecundidade, tamanho de maturacéo e dimorfismo sexual
(Parker & Plummer, 1987; Seigel & Ford, 1987; Shine, 1993).

Da mesma forma, a biologia tréfica € outro tépico bastante estudado na histéria natural
de serpentes, quando, geralmente, sdo apresentadas listas taxonémicas dos itens por elas
ingeridos. Foi basicamente a partir da década de 90 que comecaram a surgir muitas
informacdes detalhadas sobre a dieta desse grupo de vertebrados, como a relacdo presa-
predador, frequéncias relativa e absoluta de itens alimentares, importancia dos itens
alimentares encontrados, variacdo ontogenética, volume e valor caldrico (e.g. Arnold, 1993;
Henderson, 1993; Cundall, 1995; Marques & Sazima, 1997; Bizerra, 1998; Maschio et al.,
2010).

Apesar do crescente aumento de estudos ecoldgicos envolvendo serpentes
neotropicais, principalmente a partir do inicio do século 21 (e.g. Scartozzoni et al. 2009; Turci
et al. 2009; Albarelli & Santos-Costa 2010; Avila et al. 2010; Bernarde & Abe 2010; Orofino
et al. 2010; Araljo & Almeida-Santos 2011; Bernarde et al. 2011a; Rodrigues & Prudente
2011; Bernarde & Gomes 2012; Maria-Carneiro et al. 2012) e, considerando a grande
diversidade e complexidade da fauna de serpentes, principalmente no bioma Amazénia
(Bernarde et al. 2011a; Mendes-Pinto & Souza, 2011; Aradjo & Almeida-Santos, 2011),
pouco se sabe sobre os reais padrdes reprodutivos e alimentares da maioria das espécies

existentes nesse bioma (Pizzatto et al. 2006; Sturaro & Gomes 2008; Maschio et al. 2010).



Drymoluber dichrous (Peters, 1863) é um colubrideo que se distribui pelas Guianas,
Suriname, porcBes amazonicas da Venezuela, Equador, Colémbia, Bolivia, leste do Peru e
Brasil (Minas Gerais, Espirito Santo, sul do Ceara, Bahia, Alagoas, Amaz6nia em geral e
Maranhdo) (Cunha & Nascimento, 1993). Habita o solo tanto florestas primarias quanto
secundarias, além de igap6s e &reas alagadas, sendo exclusivamente diurna, usando a
vegetacdo para dormir a noite (ver também Dixon & Soini, 1977; Cunha & Nascimento,
1978; Duellman, 1978; Cunha et al., 1985; Fugler, 1986; Nascimento et al., 1988; Duellman
& Salas, 1991; Martins & Oliveira, 1998; Santos-Costa et al. 2015). Sua dieta se baseia
primariamente de lagartos (e.g. Neusticurus ecpleopus, Anolis sp., Kentropyx calcarata,
Ameiva sp., Leposoma sp., Gonatodes humeralis, Arthrosaura reticulata, Iphisa elegans,
Cercosaura ocellata e Gonatodes hasemanni), ocasionalmente de anfibios, ovos de aves e de
lagartos e, em raras ocasifes, outras serpentes (Dixon & Soini, 1977; Duellman, 1978; Cunha
& Nascimento, 1978 e 1993; Cunha et al., 1985; Martins & Oliveira, 1998). As poucas
informacdes disponiveis sobre reproducdo dessa espécie sugerem que D. dichrous se reproduz
ao longo do ano (Dixon & Soini, 1977; Cunha et al., 1985; Martins & Oliveira, 1998).

Trabalhos envolvendo a morfologia do sistema reprodutor masculino e a histologia
testicular de répteis sdo escassos, podendo ser citados os estudos ultraestruturais do sistema
reprodutor da serpente Seminatrix pygaea, (Sever 2004; 2010), a caracterizacdo da regido da
ampola do ducto deferente do lagarto Sitana ponticeriana (Akbarsha et al., 2005), aspectos do
segmento sexual do rim de lagartos do género Anolis (Licht & Gorman, 1970), estudos
histoldgicos do epitélio seminifero da serpente Elaphe climacophora (Hondo et al., 1997) e a
descricdo anatdbmica completa dos 6rgdos reprodutivos masculinos da serpente Vipera berus
(Volsge, 1944).

Apesar de os estudos morfolégicos do sistema reprodutor masculino indicar que as
condicdes do epitélio germinativo sdo essenciais para o reconhecimento dos estagios de
maturacdo sexual em que se encontram os individuos (Licht & Gorman, 1970), ndo ha relatos
que contemplem qualquer tipo de analise histoldgica de gbnadas sexuais de Drymoluber
dichrous, bem como aspectos morfolégicos do seu ciclo reprodutivo e do processo
espermatogénico.

O conhecimento do ciclo do epitélio seminifero e a caracterizacdo dos estadios que
compdem este ciclo sdo fundamentais para o entendimento da dindmica gonadal e para a
quantificacdo do processo espermatogénico (Silveira, 2009). Assim, torna-se necessario o
desenvolvimento de estudos nesta area, os quais deverdo contribuir de maneira significativa

para a compreensao da biologia reprodutiva de D. dichrous, uma vez que 0 sucesso evolutivo



que determina a perpetuacao de uma espécie e suas relagdes com o ecossistema se deve a sua
reproducéo.

Um estudo detalhado das estratégias reprodutivas em serpentes inclui, além das
medidas macroscopicas, analises histoldgicas pela microscopia de luz (ML), histoquimica e
andlises ultraestruturais (Rojas, 2013). A associacdo desses estudos permitira observar
variagdes morfofuncionais importantes no desenvolvimento gonadal durante o ciclo
reprodutivo.

Assim, as informacGes reprodutivas obtidas até esse momento, neste estudo, deverao
servir como fonte de informacOes de caracteres anatomicos e morfofuncionais de Squamata,
podendo servir, também, como importante ferramenta para auxiliar na elucidacdo dos
aspectos considerados fundamentais para a compreensdao dos padrdes reprodutivos das
serpentes amazonicas.

Este trabalho tem como objetivo geral investigar os aspectos alimentares e
reprodutivos, a partir de analises macro e microscopicas de Drymoluber dichrous procedentes
da Amazonia Brasileira. Tem como objetivos especificos verificar a existéncia de dimorfismo
sexual na espécie; estimar o tamanho médio com que machos e fémeas atingem a maturidade
sexual; avaliar a fecundidade; inferir o ciclo reprodutivo; descrever a espermiogénese;
identificar as presas encontradas no seu trato digestivo; verificar a variagcdo da frequéncia
absoluta de itens alimentares nas diferentes estacbes do ano; relacionar o habitat e

microhabitat utilizados pela serpente e pela presa.

2. MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do estudo, foram analisados 222 (N machos = 145; N fémeas = 62; N

espécimes com sexo ndo identificado = 15) espécimes de Drymoluber dichrous, procedentes

de ambientes florestados da regido norte do Brasil, que se encontram depositados na Colegéo

Herpetoldgica do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG).

2.1. Analise da dieta

A andlise do conteddo estomacal foi realizada a partir da observagédo direta dos itens

consumidos encontrados no trato digestorio de cada espécime. A analise quantitativa da dieta



foi feita através da contabilizacdo do nimero de presas encontradas no estbmago ou intestino
e a analise qualitativa foi feita através da identificacdo ao menor nivel taxonémico possivel,
através do auxilio de especialista. Para presas parcialmente digeridas, foi feita uma
comparacdo destas com trés espécimes (da mesma espécie), com tamanhos muito proximos,
tombados na Colecdo Herpetoldgica do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), dos quais
foi feita uma estimativa de massa e tamanho do comprimento-rostro-cloacal e comprimento

da cauda da presa consumida.

2.2. Andlise reprodutiva macroscopica

Para cada espécime analisado foram tomadas medidas dos caracteres morfométricos
como comprimento-rostro-cloacal (CRC), comprimento da cauda (COCD) e largura do corpo
(LCo), além de aferir a massa de cada exemplar.

Através de incisdo longitudinal na regido abdominal, foram analisadas,
macroscopicamente, as gonadas, tanto de machos quanto de fémeas, avaliando o estado dos
ductos deferentes dos machos e o estado do oviduto das fémeas, nimero e comprimento dos

foliculos ovarianos e nimero e comprimento dos ovos das fémeas.

Com auxilio de paquimetro com precisdo de 0,1 mm, foi medido o comprimento dos
testiculos anterior e posterior (Figura 1) e categorizados os ductos deferentes como
enovelados ou lisos (Figura 2). Nas fémeas, as observacdes macroscopicas se resumiram a
medidas de foliculos vitelogénicos (Figura 3), categorizados em primarios (menores que 12
mm) e secundarios (maiores que 12 mm) e os ovos. Medidas morfométricas tambem foram
tomadas utilizando-se paquimetro, exceto para comprimento-rostro-cloacal e comprimento da
cauda, os quais foram tomados com régua flexivel. Para espécimes muito enrijecidos devido a
fixacdo, utilizou-se uma linha estendida ao longo do dorso do animal, posteriormente medida

com régua.



Figura 1 - Corte ventral realizado em espécime de serpente (Oxyrhopus rhombifer)
evidenciando (setas vermelhas) os testiculos anterior e posterior (Foto: Gleomar Maschio).

Figura 2 - Corte ventral realizado em espécime de serpente (Oxyrhopus rhombifer)
evidenciando (Seta vermelha) os ductos deferentes enovelados (Foto: Gleomar Maschio).



Figura 3 - Corte ventral realizado em espécime e serpente (Oxyrhopus rhombifer)

evidenciando (Seta vermelha) os foliculos vitelogénicos (Foto: Gleomar Maschio).

Foram considerados machos sexualmente maduros aqueles que apresentaram ductos
deferentes enovelados e opacos (alterado de Shine, 1977). Foram consideradas maduras as
fémeas que apresentaram foliculos em vitelogénese secundaria com diametro superior a 12
mm, ovos nos ovidutos e/ou ovidutos com marcas de ovos. Todas as fémeas com CRC igual
ou superior ao da menor fémea portadora de foliculos em vitelogénese secundéria, também
foram consideradas maduras.

A fecundidade foi obtida através da relacdo entre o nimero de foliculos em
vitelogénese secundéria e 0 numero de ovos nos ovidutos e o comprimento-rostro-cloacal da
fémea (Aldridge 1979; DeNardo, 1996; Thompson & Speake, 2002; Santos & Llorente,
2004).

A anadlise do ciclo reprodutivo foi realizada a partir de exemplares considerados
adultos (sexualmente maduros), observando-se a distribuicdo temporal dos foliculos em

vitelogénese secundéria ou presenca de ovos nos ovidutos (Shine, 1977; Shine, 1988).



2.3. Andlise reprodutiva microscopica

Para as analises histoldgicas, foram utilizados 42 foliculos, provenientes de 12
exemplares de fémeas de D. dichrous e 26 testiculos, provenientes de 14 exemplares de
machos de D. dichrous, pertencentes a Colecdo Herpetologica do MPEG e da Colecdo de
Vertebrados do Museu de Zoologia da Universidade Federal do Para (UFPA). Esses
espécimes encontram-se fixados em formaldeido 10% e preservados em &lcool 70%. As
gbnadas de cada exemplar foram medidas, selecionadas e conservadas em Solucdo Bouin.

Para a preparacdo das laminas, o material selecionado foi submetido a tratamento
quimico (fixadores — alcool 70, 80, 90 e 95%; alcool absoluto I e Il; xilol | e Il e parafina I, Il
e 1), conforme George & Castro (1998). Esses fixadores tém o tempo ajustado, de acordo
com o tamanho do material retirado, para ndo comprometer as amostras, fornecendo maior
resisténcia para suportar os tratamentos seguintes da manipulacdo histologica. Todas as
amostras tiveram tempo padrdo de vinte e cinco minutos em cada fixador.

Ap0s o tratamento quimico, os foliculos e os testiculos foram incluidos em parafina
derretida que, ao se solidificarem, adquiriram uma consisténcia semirresistente, que permitiu
o0 corte do material com espessura de 5 um, em micrétomo, sem danifica-los. Os cortes foram
distendidos em agua aquecida a 56°C em aparelho aquecedor com termostato para evitar
micro dobras no material. Em seguida foram tirados do banho-maria e transferidos para as
laminas, para o processo de coloracgéo.

Apbs isso, o material passou por banhos sucessivos do corte em alcool e xilol de
concentracdo decrescente, sendo trés minutos tanto para o xilol (I e Il) quanto para cada
porcentagem de alcool (95, 90, 80 e 70%). Apds esse tratamento, as laminas foram lavadas
em agua corrente por cinco minutos.

A partir de entdo as laminas foram coradas com hematoxilina-eosina para facilitar a
identificacdo e analise de determinadas estruturas (George & Castro, 1998). Na hematoxilina
utilizou-se tempo ajustado de trés minutos, ja para eosina o tempo ajustado foi de cinco
minutos. Apos a coloracdo, as laminas passaram novamente por banhos sucessivos de alcool e
xilol, desta vez com concentragdo crescente. Em seguida, foram montadas e fixadas com
resina sintética (Entellan®).

Posteriormente a esses processos, as laminas foram observadas e fotografadas em
microscopio Otico (Zeiss Axiostar Plus com camera Canon PowerShot A650 IS), para

identificacdo dos diferentes estagios de maturacdo dos foliculos e andlises de identificacdo e



classificacdo dos diferentes estdgios de maturacdo dos testiculos (Junqueira & Carneiro,
2008).

A partir das analises, os foliculos foram classificados em primarios (imaturos) ou
secundarios (maduros) de acordo com o numero de camadas foliculares presentes nas suas
extremidades, sendo considerados primarios os foliculos constituidos por varias células
foliculares dispostas em camadas (George & Castro, 1998), e secundarios, aqueles que

apresentarem uma ou duas camadas de células foliculares.

2.4. Andlise dos dados

As andlises dos dados foram feitas utilizando-se o programa Statistica 7.1. O nivel de
significancia (o) usado para todos os testes foi de 0,05. Para a relacdo de CRC entre presa-
predador foram realizadas analises de correlacdo de Pearson (para dados normais e
homogéneos), entre 0 CC da serpente e 0 CRC da presa, e entre peso da presa e peso da
serpente.

Para testar o dimorfismo do CRC e COCD entre os sexos, foi realizado teste t-Student
(para dados com normalidade e homogeneidade de variancia), neste caso, apenas os dados de
fémeas e machos sexualmente maduros foram utilizados. Para a relagdo do niumero de ovos e
foliculos vitelogénicos com o CRC das fémeas realizou-se uma andlise de correlagdo de
Pearson (para dados normais e homogéneos).

O ciclo reprodutivo foi estimado a partir de analise estatistica circular (Zar, 2010),
usando o programa ORIANA 4.02 (Kovach, 2009). Meses foram convertidos em angulos
(intervalos de 30°) e o numero de foliculos vitelogénicos e ovos em cada més foram dados
como frequéncia em cada angulo (més) observado (Prado et al., 2005; Both et al., 2008;
Prudente et al., 2014). A partir desse método, foi estimado: a) o vetor médio (W); b) o
comprimento do vetor médio (r); c) o desvio padrdo circular (SD) relacionado ao W; d) o Teste
de Uniformidade de Rayleigh’s.

O Teste de Uniformidade de Rayleigh’s (ZAR, 2010) calcula a probabilidade da
hipdtese nula (os dados estdo distribuidos uniformemente ao longo do ano) (o > 0.05). Um
resultado significativo desse teste (a < 0.05) indica que os dados ndo estdo distribuidos de

forma uniforme, evidenciando uma possivel sazonalidade no ciclo reprodutivo.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados 222 espécimes, sendo 145 machos, 62 fémeas e outros 15 espécimes
com sexo nado identificado. Desse total, foram inferidas todas as medidas acima descritas,
além de analisados os contetidos estomacais de 65 espécimes.

3.1. Dieta

Com relacdo as caracteristicas alimentares obteve-se a presencga de contetido em bom
estado de conservacdo (pouco digerido e identificavel) em 57 espécimes, 0 que representa a
presenca de conteudo estomacal em 25,67% dos espécimes analisados, estando dentro do
padrdo normalmente encontrado em estudos dessa natureza, os quais variam entre 14 a 30%
(Maschio et al., 2010).

Desse total, foram encontrados 56 lagartos, 48 anfibios anuros, 11 serpentes e um
mamifero, sendo trés neonatos de roedor ainda nao identificado. Em algumas serpentes foram

encontrados mais que um item alimentar (Tabela 1).

Tabela 1 — Relacdo de itens consumidos por Drymoluber dichrous no estado do Parg, Brasil.

Serpentes Total ]
Contendo . Conteudo %
Conteudo Contetido
ANFIBIOS
4 7 Adenomera sp. 5,99
1 4 Allobates gr. marchesianus 3,42
3 9 Chiasmocleis hudsoni 7,69
8 11 Adenomera andreae 9,42
1 1 Leptodactylus cf. mystaceus 0,85
1 1 Leptodactylus sp. 0,85
1 2 Physalaemus ephippifer 1,71
3 3 Physalaemus sp. 2,56
1 2 Scinax nebulosus 1,71
4 4 Leptodactylidae 3,42
4 4 Anura 3,42
Total Amphibia 48 41,04
LAGARTOS 0,00
2 2 Alopoglossus angulatus 1,71

9 12 Arthrosaura reticulata 10,26
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1 1 Bachia flavescens 0,85
1 2 Cercosaura argulus 1,71
1 1 Cercosaura sp. 0,85
1 1 Chatogekko amazonicus 0,85
2 2 Colobosaura modesta 1,71
2 2 Gonatodes humeralis 1,71
1 1 Iphisa elegans 0,85
1 1 Kentropyx calcarata 0,85
10 20 Leposoma percarinatum 17,11
1 1 Neusticurus bicarinatus 0,85
6 6 Gymnophthalmidae 5,13
2 Mabuyidae 1,71
2 2 Lagarto ndo identificado 1,71
Total Lagartos 56 47,86
SERPENTES 0,00
1 1 Dipsas catesbyi 0,85
6 6 Erythrolamprus reginae 5,14
1 1 Taeniophallus brevirostris 0,85
1 1 Tantilla melanocephala 0,85
2 2 Serpentes ndo identificadas 1,71
Total Serpentes 11 9,40
MAMIFEROS 0,00
1 1 Roedor néo identificado 0,85
1 1 Didelphidae 0,85
Total Mammalia 1 1,70
TOTAL DE
SERPENTES COM 57
CONTEUDO
TOTAL DE
CONTEUDOS 117 100,00

As presas de maior abundancia encontradas nos conteudos estomacais de D. dichrous
sdo compostas de espécies pertencentes as familias Gymnophthalmidae (e.g. Leposoma
percarinatum, Arthrosaura reticulata), Leptodactylidae (e.g. Adenomera andreae),

Microhylidae (e.g. Chiasmocleis hudsoni) e Dipsadidae (e.g. Erythrolamprus reginae).

A maioria dos anfibios anuros encontrados nos contetdos estomacais de Drymoluber
dichrous corresponde a espécies que apresentam atividade no chdo (e.g. Adenomera,
Allobates, Chiasmocleis, Leptodactylus e Physalaemus). Assim como 0s anuros, a maioria
dos lagartos encontrados nos conteudos estomacais apresentam habitos terricolas (e.g.
Alopoglossus, Kentropyx, Colobosaura, Iphisa e Arthrosaura). Também foram encontradas

espécies arboricolas, como o anfibio anuro Scinax nebulosus, o lagarto gimnofitalmideo
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Gonatodes humeralis, e as serpentes Dipsas catesbyi, Taeniophallus brevirostris e Tantilla
melanocephala, além da espécie semiaquéatica Erythrolamprus reginae. Possivelmente esses
resultados estejam relacionados a associacdo entre o substrato de caca da espécie e o de
atividade de suas presas.

Tal associacdo foram observadas por Martins & Oliveira (1998) e Prudente et al.
(2007) que registraram anuros de habitos terricolas como presas da serpente diurna e terricola
Dendrophidion dendrophis e Martins & Oliveira (1998) e Albuquerque et al. (2007), que
encontraram principalmente hilideos (arboricolas) na dieta da espécie diurna e arboricola

Leptophis ahaetulla.

Esses resultados indicam que Drymoluber dichrous forrageia ativamente pelo chao da
floresta, sendo generalista oportunista, ou seja, ndo seleciona os itens a serem ingeridos,
podendo se alimentar principalmente de lagartos e anfibios, mas também pequenas serpentes

e, eventualmente, pequenos roedores ou marsupiais.

3.2. Reproducao

Andalises macroscopicas

Fémeas de Drymoluber dichrous sexualmente maduras possuem CRC
significativamente menor que os machos sexualmente maduros (t = 5.9131; o < 0,0001; N
machos = 110; N fémeas = 45) (Figura 4). As serpentes podem possuir dimorfismo de
diversas formas, como no tamanho e/ou morfologia corporal, coloracdo, posi¢do e/ou
tamanho de dérgdos, comportamento, ecologia (King, 1989; Shine, 1993; Bonnet et al., 1998;
Keogh & Walach, 1999; Pizzatto & Marques, 2006), e no tamanho relativo da cabeca
(Camilleri & Shine 1990). O fato de que na maioria das espécies a fémea possuir 0 corpo
maior que 0s machos estaria relacionado, segundo Darwin (1874), a necessidade da fémea
produzir e armazenar os ovos, havendo uma relagdo positiva entre o tamanho do corpo das
fémeas com a capacidade de produzir e estocar uma quantidade maior de ovos/embrides.

A presenca de dimorfismo sexual em relagdo ao CRC de D. dichrous difere do padréo
observado na maioria dos colubrideos, nos quais as fémeas sdo maiores que machos (Shine,
1978). Esse padrdo observado (machos maiores que fémeas) pode sugerir comportamento de

ritual de combate entre machos dessa espécie (Shine, 1978; 1994), como observado, por
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exemplo, em Crotalus durissus (Almeida-Santos et al., 1990), Epicrates cenchria (Schuett &
Schuett, 1995), Micrurus frontalis (Almeida-Santos et al., 1998), Chironius bicarinatus
(Almeida-Santos & Marques, 2002), Bothrops moojeni (Nogueira et al., 2003), Epicrates
crassus (Pizzatto et al., 2006) e Drymarchon corais (Prudente et al., 2014). Esse
comportamento agressivo esta relacionado a disputa de fémeas, defesa de territorio e
demonstracdo de dominio (e.g., Barker et al., 1979; Gillinghamet et al., 1983).

O padrdo observado nesse estudo indica que D. dichrous apresenta esse
comportamento, necessitando apenas sua comprovacdo em campo, em condi¢Ges naturais.
Além disso, para reforcar a teoria desse comportamento na espécie, observamos um ndmero
significativo de caudas partidas (N = 49; 22,1%) nos espécimes analisados, sendo que 11
fémeas (17,7%) e 38 machos (26,2%) apresentaram essa caracteristica. Poderiamos sugerir
gue a quebra da cauda seja um mecanismo de defesa da espécie, podendo, também, indicar
comportamento de ritual de combate entre 0os machos da espécie (como proposto por Shine,
1978; 1994), ja que o indice de cauda quebrada ou partida foi maior nos machos. Mas essa
confirmacdo seria possivel apenas a partir de um estudo mais amplo, analisando um nimero
maior de caudas, tanto de machos quanto de fémeas, em nivel histoldgico, conforme proposto
por Dourado et al., (2013).
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Figura 4 - Diferenga do comprimento-rostro-cloacal (CRC, em mm) entre machos e fémeas
de Drymoluber dichrous no estado do Para, Brasil.

Drymoluber dichrous também apresenta dimorfismo sexual em relacdo ao

comprimento da cauda, onde machos maduros apresentaram cauda relativamente maior que as



13

fémeas maduras (t = 4.6228; a < 0,0001; N machos = 77; N fémeas = 36) (Figura 5). O
mesmo resultado pode ser visto em outras serpentes neotropicais, como por exemplo,
Helicops infrataeniatus (Aguiar & Di-Bernardo, 2005), Atractus reticulatus (Balestrin & Di-
Bernardo, 2005), Tantilla melanocephala (Santos-Costa & Prudente, 2006), Epicrates
cenchria maurus (Lourdais et al. 2006), Drymarchon corais (Prudente et al., 2014),
Leptodeira annulata (Maschio et al., in press).

Serpentes fémeas tipicamente possuem cauda menor que machos coespecificos, e isso
deve-se parcialmente a tendéncia da cloaca estar posicionada numa regido mais posterior do
corpo, nas fémeas, em relacdo aos machos (King, 1989; Shine, 2000; Shine & Shetty, 2001;
Lourdais et al., 2006). Shine et al. (1999) propuseram duas hipéteses para tentar explicar o
significado adaptativo desse dimorfismo sexual muito difundido entre as serpentes (machos
apresentam cauda relativamente maior que as fémeas coespecificas):

12: Comprimento relativo da cauda afeta o tamanho do 6rgédo copulatério (hemipénis)
dos machos. Machos com cauda maior possuem maior hemipénis, presumivelmente devido ao
maior espaco disponivel;

2% Comprimento relativo da cauda afeta o sucesso reprodutivo. Machos com cauda
parcialmente perdida (devido a predacdo ou outro infortnio) apresentaram reducdo no
sucesso reprodutivo. Assim, Shine et al. (1999) sugerem que divergéncia sexual no tamanho
da cauda em serpentes reflete a acdo da selecdo sexual para o sucesso reprodutivo dos

machos.
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Figura 5 - Diferenca do comprimento da cauda (COCD, em mm) de machos e fémeas de

Drymoluber dichrous no estado do Para, Brasil.
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Os menores CRC observados em espécimes sexualmente maduros foi de 495 mm para
machos e 458 mm para fémeas, e os maiores CRC foram de 990 mm para machos e 755 mm
para fémeas. Cem por cento dos machos se apresentam sexualmente maduros a partir de 601

mm ao passo que as fémeas atingem esse porcentual a partir de 501 mm, evidenciando o
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bimaturismo sexual na espécie (Figura 6).
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Figura 6 — Distribuicdo de fémeas (A) e machos (B) maduros e imaturos de Drymoluber
dichrous no estado do Para, Brasil, em cada classe de comprimento-rostro-cloacal (CRC)

(barras claras = imaturos; barras escuras = maduros).

O padrdao observado em Drymoluber dichrous ndo segue um padrdo comumente
encontrado em serpentes, onde fémeas atingem maturidade sexual com tamanho corporal

maior que os machos, sendo que essa caracteristica estaria relacionada ao custo energeético,
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que € maior nas fémeas do que nos machos (Parker & Plummer, 1987), mas que é semelhante
entre grandes fémeas e grandes machos (Madsen & Shine, 1993). Partindo-se do principio que
fémeas maiores possuem maior fecundidade (Fitch, 1970, 1982; Vitt & Vangilder, 1983;
Shine, 1994), a selecdo natural age em favor de uma maturidade sexual mais tardia neste sexo,
0 que pode explicar o bimaturismo em muitas espécies de serpentes como, por exemplo, em
Erythrolamprus aesculapii Linnaeus, 1766 (Marques, 1996a), Tantilla melanocephala
(Marques & Puorto, 1998; Santos-Costa & Prudente, 2006), Helicops infrataeniatus (Aguiar
& Di-Bernardo, 2005), Atractus reticulatus (Balestrin & Di-Bernardo, 2005), Imantodes
cenchoa (Sousa et al., 2014). Mas o fato de Drymoluber dichrous ndo seguir esse padrdo pode
estar relacionado a presenca de dimorfismo sexual na espécie, 0 que estaria como comentado
anteriormente, relacionado a um possivel comportamento de combate entre machos dessa

especie.

Analises microscopicas

3.3. Fémeas

Foram coletados 42 foliculos de Drymoluber dichrous, dos quais 76 laminas foram
preparadas, sendo que apenas oito delas apresentaram uma definicdo aceitavel tanto para
analise mais completa quanto para fotografias. Isso ocorreu porque o material utilizado é
proveniente de espécimes de colecdo, os quais se encontram fixados hd muito tempo. Além
disso, a técnica de preparo dos materiais de colecdo ndo visa a histologia dos tecidos, 0 que
dificulta nas analises histologicas a posteriori.

Mesmo com esse numero relativamente baixo de foliculos, podemos observar que 0s
foliculos vitelogénicos de Drymoluber dichrous tornam-se secundarios quando atinge
didmetro de 12 mm.

Histologicamente os foliculos vitelogénicos de Drymoluber dichrous apresentaram um
conjunto de células foliculares dispostas em camadas ao redor do 6ocito em desenvolvimento.
Os foliculos com diametro inferior a 12 mm apresentaram véarias camadas de células
foliculares, diferentemente dos foliculos com didmetro acima de 12 mm, o0s quais

apresentaram apenas uma ou duas camadas de células foliculares (Figuras 7A e B).
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Figura 7 — Fotomicrografia dos foliculos vitelogénicos de Drymoluber dichrous. Foliculos
primarios (A) apresentando varias camadas de células foliculares ao redor dos odcitos.
Foliculos secundarios (B) apresentando uma camada de células foliculares. V= Vitelo; Seta=

Células foliculares. H.E. Aumento 40x.

A atividade gonadal dos espécimes é assincronica visto que foram caracterizados
varios foliculos com diferentes tamanhos e desenvolvimento. Fémeas de D. dichrous
contendo foliculos secundarios (maiores que 12 mm) foram encontradas em praticamente
todos os meses do ano (fevereiro, marco, abril, junho, julho, agosto, setembro e novembro)
(Rayleigh Test P = 0,25), 0 mesmo acontecendo para ovos (janeiro, fevereiro, abril, junho,
julho, agosto, setembro, outubro e novembro) (Rayleigh Test P = 0,965) (Figuras 8A e B,
respectivamente e Tabela 2), evidenciando um ciclo reprodutivo assazonal para a espécie,

com recrutamento ocorrendo em praticamente todos os meses do ano.
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Figura 8 - Frequéncia de foliculos em vitelogénese secundaria (A) e ovos (B) de Drymoluber

dichrous no estado do Para, Amazonia brasileira.

Tabela 2. Resultados da analise estatistica circular testando sazonalidade de Drymoluber

dichrous no estado do Para, Brasil.

Foliculos Secundarios

Variaveis Ovos
>12 mm
Observacdes (n) 14 17
Vetor médio (u) 160,208° 245,104°
Comprimento do vetor médio (r) 0.317 0.046
Desvio padréo circular (SD) 86,903° 141,992°

Teste de uniformidade de (P) 0.25 0.965
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No sul do Brasil a sazonalidade reprodutiva foi registrada em todas as espécies para as
quais existem informac6es sobre o ciclo reprodutivo, independente da linhagem filogenética a
que pertencem (e.g. Pontes & Di-Bernardo, 1988; Aguiar & Di-Bernardo, 2005; Balestrin &
Di-Bernardo, 2005). Para a mesma regido a reproducdo sazonal foi demonstrada para
Helicops infrataeniatus JAN, 1865, Lygophis flavifrenatus Copre, 1862, Erythrolamprus
jaegeri GUNTHER, 1858, Erythrolamprus miliaris LINNAEUS, 1758, Erythrolamprus
poecilogyrus WIED, 1825, Lystrophis dorbignyi DUMERIL, BOBRON & DUMERIL, 1854,
Waglerophis merremii WAGLER, 1824 e Xenodon neuwiedii GUNTHER, 1863 (Leitdo-de-
Araljo, 1978; Pontes & Di-Bernardo, 1988; Aguiar & Di-Bernardo, 2005), e para
Pseudablabes agassizii JAN, 1863, no sudeste da América do Sul (Marques et al., 2006).

Esse sincronismo no ciclo reprodutivo € resultado, segundo Shine (1977a), da
necessidade de temperaturas mais elevadas para o desenvolvimento dos ovos e, também, para
assegurar nascimentos em épocas com grande disponibilidade de recursos alimentares. Em
Iquitos, Peru, Fitch (1982) ndo observou evidéncias de que as espécies amazbnicas se
reproduzam apenas em determinadas épocas do ano, assim como Duellman (1978) que, com
base em trabalho realizado em Santa Cecilia, Equador, lanca a hipotese de que a reproducéo
assazonal seja uma tendéncia para as serpentes amazonicas em geral, assim como observado
em D. dichrous, nesse estudo.

Mais recentemente, Martins & Oliveira (1998), a partir de estudos realizados na
reserva Ducke, em Manaus, observaram variacdo na proporcdo de jovens na populacdo ao
longo do ano, indicando uma tendéncia de recrutamento durante a esta¢do das chuvas, e isso
estaria relacionado a maior oferta de alimento nessa estagdo (chuvosa) do que em outras
estacOes (seca), refutando a hipotese de Duellman (1978).

De fato ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados para se entender os reais
padrdes reprodutivos encontrados nas serpentes amazonicas. O motivo de Drymoluber
dichrous apresentar atividade reprodutiva ao longo de todo o ano, corroborando com
Duellman (1978) e Fitch (1982), deve estar relacionado a sua dieta generalista, a qual pode se
alimentar tanto de presas abundantes no periodo chuvoso (p.e. anfibios) quanto de presas
abundantes também nos periodos mais secos (p.e. lagartos), mas também ao fato de que na
regido amazonica, as diferencas de temperatura ao longo do ano ndo séo tdo grandes como
observado em outras regides, como por exemplo, no sul do Brasil, onde as estacbes do ano

sdo bem definidas.
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Assim, a dieta das serpentes apresenta grande importancia nas estratégias reprodutivas
das espécies nas regides onde as variagbes de temperatura ndo séo tdo evidentes, como ocorre
no Bioma Amaz6nia, com espécies generalistas tendendo a um padrédo reprodutivo assazonal
(e.g. Dendrophidion dendrophis, em Prudente et al. (2007) e esse estudo); enquanto outras
espécies que se alimentam de um numero limitado de itens tendem a apresentar um padrdo
reprodutivo sazonal (e.g. Anilius scytale, em Maschio et al. (2007 e 2010); Drymarchon
corais, em Prudente et al., (2014); Oxybelis fulgidus em Scartozzoni et al. (2009) e Imantodes
cenchoa, em Sousa et al. (2014)).

A possibilidade de fémeas dessa espécie armazenar espermatozoides (ver Fox, 1977)
ndo pode ser descartada. Contudo, mais estudos futuros envolvendo andlises microscdpicas
deverdo ser realizados para sua confirmacao.

O numero de ovos em D. dichrous variou de 1 a 7 (N = 29; média = 4,24) nas fémeas
maduras. Foi observada uma relagdo positiva, mas néo significativa, entre o CRC das fémeas
e a quantidade ovos, onde fémeas maiores possuem maior quantidade de ovos (r> = 0,11; p =
0,0731) (Figura 9).
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Figura 9 — Relacdo entre o comprimento-rostro-cloacal (CRC, em mm) e o nimero de ovos

de Drymoluber dichrous no estado do Para, Amazénia brasileira.

A menor fémea com ovos possui CRC igual a 555 mm, apresentando quatro ovos, € a
maior fémea com ovos possui CRC igual a 755 mm, também com quatro ovos no oviduto.
Esses resultados seguem a tendéncia existente na maioria das espécies de serpentes, onde

fémeas maiores apresentam maior namero de ovos (Fitch, 1970; Seigel & Ford, 1987). O
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espaco abdominal pode limitar o investimento reprodutivo em relagcdo ao tamanho ou a massa
total da prole. Desta forma, muitas espécies de répteis mostram uma forte relacdo entre o
tamanho de corpo da mée e o tamanho da ninhada (Fitch, 1982), evidenciando que a selecédo

favorece fémeas maiores.

3.4. Machos

Foram coletados 26 testiculos (anterior e posterior, de 13 espécimes) de Drymoluber
dichrous, dos quais 54 laminas foram preparadas, sendo que apenas 17 delas (ver tabela 3)
apresentaram defini¢do aceitavel para fotografias devido o material utilizado ser provenientes
de espécimes de colecdo, estando fixados em solugdo de formaldeido 10% e preservados em
alcool 70%.

Histologicamente, os testiculos de D. dichrous sdo divididos em tubulos seminiferos e
tecido intersticial (Figura 10). O tubulo apresenta um epitélio seminifero formado por duas
populacBes distintas de células: as células de Sertoli e as células da linhagem
espermatogénica. O tecido intersticial é constituido por tecido conjuntivo, vasos sanguineos e
células intersticiais.

No tubulo seminifero de Drymoluber dichrous foram identificados cinco tipos de
células germinativas de acordo com a condensagdo da cromatina: espermatogonias primarias,

espermatog6nias secundarias, espermatdcitos primarios, espermatides e espermatozoides.
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Figura 10 — Fotomicrografia dos tubulos seminiferos do testiculo de Drymoluber dichrous.
Em alguns tubulos estdo assinalados o epitélio seminifero (ES) e o lume tubular (LT).
Reduzido tecido intersticial € observado entre os tubulos seminiferos (cabeca da seta).

(Hematoxilina-Eosina).

Espermatogdénias primarias sdo células arredondadas, apresentam um nucléolo, nicleo
claro, contém cromatina frouxa e pouca heterocromatina proxima a membrana nuclear e
citoplasma abundante (Figura 11A). Espermatogénias secundarias sao células arredondadas,
apresentando nucléolo, nacleo baséfilo, contendo heterocromatina (Figura 11B).

Espermatdcitos primarios apresentam nucleo arredondado e basofilo contendo
cromossomos em diferentes fases de condensacdo (Figura 11C). Ndo foram observados
espermatocitos secundarios, provavelmente por serem de vida curta e entrarem na segunda
divisdo meiotica, processo extremamente rapido, ndo sendo possivel observa-los em cortes

histologicos de D. dichrous.
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Figura 11 - Fotomicrografias do epitélio seminifero de D. dichrous. A - Espermatogdnia
priméria (SG1); B - Espermatogbnia secundaria (SG2); C - Espermatdcitos primarios (SC1)

em diferentes fases de desenvolvimento (setas). (Hematoxilina-Eosina. Aumento de 100x).

A espermiogénese é dividida em seis fases de acordo com o alongamento do nucleo e
condensagdo da cromatina. Espermatide | sdo células abundantes no tubulo seminifero,
apresentam nucleo de diferentes formatos com heterocromatina e aparecimento da vesicula
acrossomal (Figura 12A). Espermatide Il sdo células com nucleos em inicio de alongamento,

intensamente corados, apresentando cromatina condensada. Tais células sdo observadas
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proximas ao lume tubular (Figura 12B). Espermatide Il apresentam-se proximas a superficie
luminal com nacleos corados e mais alongados se comparados aos do estddio anterior,
cercados por moderada quantidade de citoplasma (Figura 12C). Espermatide 1V com nucleos
bastante corados e alongados, proximas ao lume tubular. Tais células encontram-se
geralmente orientadas em direcdo a membrana basal (Figura 12D). Espermétide V
corresponde as espermaétides completamente maduras agrupadas em feixes sendo liberadas no
lume tubular. Tais células apresentam nucleos extremamente filiformes direcionados para a
membrana basal e caudas orientadas para a superficie luminal (Figura 12E).
Espermatozoides sdo células filiformes, com cabeca alongada, ausentes de acrosssoma, com
nucleo condensado e cauda alongada. Encontram-se livres no limen do tabulo seminifero
(Figura 12F).

Figura 12 - Fotomicrografias do epitélio seminifero de D. dichrous ilustrando as diferentes

fases de desenvolvimento das espermatides (A — E). Notar, em A, o surgimento da vesicula
acrossomal (cabeca da seta). F: Espermatozoides (z) livres no lume tubular. (Hematoxilina-

Eosina. Aumento de 50x).

De maneira geral, as caracteristicas morfoldgicas e estruturais das células germinativas
de Drymoluber dichrous sdo semelhantes aquelas descritas para os mamiferos em geral (ver

Junqueira & Carneiro, 2008).
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Em todos os testiculos analisados, observamos a presenca de células germinativas em
todas as fases de maturacdo, além de numerosos espermatozoides livres no lume tubular,
evidenciando que D. dichrous apresenta atividade espermatogénica continua ao longo do ano,
visto que foram caracterizados varios testiculos com diferentes tamanhos e desenvolvimento
(Tabela 3).

Tabela 3. Espécimes de Drymoluber dichrous dos quais foram feitas ldminas para analises
histologicas (espécimes que apresentaram boa composicao tecidual para observacdo). CRC —
Comprimento-Rostro-Cloacal; COCD — Comprimento da cauda; CP = Cauda Partida; T.A. =
Comprimento do Testiculo Anterior; T.P. = Comprimento do Testiculo Posterior. (Medidas

em Milimetros).

N° tombo Data de morte CRC COCD T.A. T.P.
MPEG 5892 Margo 756 157+CP 27.35 21.90
MPEG 9881 Julho 720 301 29.15 -
MPEG 12011 Junho 804 217+CP 32.70 25.10
MPEG 12623 Setembro 653 259+CP  -eee- 11.90
MPEG 17407 Dezembro 795 357 22.17 30.25
MPEG 17508 Abril 778 352 2330 -
MPEG 17563 Maio 870 373 34.70 27.95
MPEG 17915 Janeiro 495 203 13.35 10.35
MPEG 19455 Fevereiro 730 307+CP 3045 -

PJD 112 Outubro 263 e e 8.74

PJD 113 Outubro 279 - 13.65 16.72

Observamos que a atividade gonadal, tanto de machos quanto de fémeas de
Drymoluber dichrous é assincronica. Fémeas de D. dichrous contendo foliculos secundarios
(maiores que 12 mm) foram encontradas em praticamente todos os meses do ano (fevereiro,
marco, abril, junho, julho, agosto, setembro e novembro), assim como a atividade reprodutiva
dos machos (machos sexualmente maduros foram encontrados, da mesma forma, em
praticamente todos os meses do ano: janeiro, fevereiro, marco, abril, maio, junho, julho,
setembro e dezembro). Esses resultados evidenciam um ciclo reprodutivo assazonal para a
espécie, com recrutamento ocorrendo em praticamente todos 0os meses do ano, e isso deve

estar relacionado ao fato de sua dieta ser generalista, alimentando-se de presas que Sao
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abundantes no periodo chuvoso, como por exemplo, anfibios, e nos periodos mais secos,

como pequenos lagartos.

4. CONCLUSOES

Drymoluber dichrous € uma serpente generalista oportunista que forrageia ativamente
pelo chdo da floresta, tendo sua dieta baseada principalmente de lagartos e anfibios, mas
também pequenas serpentes e, eventualmente, pequenos roedores ou marsupiais. A espécie
apresenta dimorfismo sexual no tamanho de machos e fémeas, diferindo do padrao observado
na maioria dos colubrideos, nos quais as fémeas sdo maiores que os machos. A espécie
também apresentou dimorfismo bastante evidente em relacdo ao comprimento da cauda, onde
machos maduros apresentaram cauda relativamente maior que as fémeas maduras. O
bimaturismo sexual é presente na espécie, com machos atingindo a maturidade sexual mais
tardiamente que fémeas. As fémeas apresentam ciclo reprodutivo assazonal, o que pode estar
associado a assazonalidade de temperatura do Norte do Pais e também a seus aspectos
alimentares. Os machos apresentam nos testiculos células germinativas em todas as fases de
maturagdo e numerosos espermatozoides livres no lume tubular, evidenciando atividade

espermatogénica continua ao longo do ano.

Os resultados aqui apresentados auxiliam no entendimento dos aspectos reprodutivos
dessa espécie neotropical, com machos e fémeas apresentando espermatozoides e foliculos,
respectivamente, em todos os meses do ano. De acordo com os resultados obtidos neste
estudo, pode-se afirmar que Drymoluber dichrous apresenta atividade gonadal assincronica,

caracterizando o padrdo reprodutivo assazonal tanto para machos quanto para fémeas.
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