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RESUMO

Os lagartos do género Ophiodes, conhecidos popularmente como cobras-de-vidro, se
caracterizam pelo corpo em formato serpentiforme, auséncia de membros anteriores € membros
posteriores rudimentares. Foram registrados em diferentes regides do Brasil e em outros paises
da América do Sul. Apesar de suas peculiaridades morfolégicas e grande distribui¢ao
geografica, sdo raros os estudos conduzidos com espécies desse género. Este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de contribuir para o conhecimento de aspectos morfoldgicos,
reprodutivos, citogenéticos e locomotores de uma espécie do género utilizando variadas
metodologias. Considerando os impasses taxonOmicos no género, optamos por nomear a
espécie estudada como Ophiodes cf. fragilis. Os resultados demonstraram auséncia de
dimorfismo sexual associada a forma e tamanho em Ophiodes cf. fragilis. Quando avaliados os
mesmos parametros foi possivel diferenciar esta espécie de espécimes de Ophiodes fragilis. O
sistema urogenital possui morfologia semelhante a anteriormente descritas para Squamata. Foi
constatada variagdo morfoldgica microscopica associada a periodos reprodutivos e nao
reprodutivos do ano. Destaca-se a presenca do segmento sexual renal nos rins de machos ¢
fémeas adultas. O hemipénis e o hemiclitdris possuem estruturas microscopicas similares, se
distinguindo quanto ao formato e morfologia externa. O nimero e morfologia dos cromossomos
de Ophiodes cf. fragilis foi semelhante ao ja conhecido para outras espécies de Ophiodes. Novas
analises de citogenética tradicional e molecular foram realizadas pela primeira vez para uma
espécie do género. Os espécimes de Ophiodes cf. fragilis se locomovem predominantemente
pelos modos serpentina e retilineo, sendo observado a movimentagdo em determinadas
situagdes do membro posterior vestigial. H4 fortes indicios que o membro posterior seja um
membro extremamente reduzido, e ndo vestigial, pela presenga de ossiculos que o sustentam
com atividade metabolica e ligados a uma fina cintura pélvica. Os osteodermos estao presentes
em todo o corpo do animal, com a morfologia dos caniculos equivalente a descrita para o género.
O presente estudo apresenta dados inéditos e complementa outras informagdes previamente
conhecidas para o género. As metodologias utilizadas e os resultados obtidos poderdo ser
facilmente replicados e utilizados como base para estudos futuros com outras espécies de

Ophiodes.



ABSTRACT

Lizards from genus Ophiodes, popularly known as glass snakes, are characterized by their
serpentiform body, lack of forelimbs and rudimentary hindlimbs. They have been recorded in
different regions of Brazil and other countries in South America. Despite their morphological
peculiarities and wide geographic distribution, studies envolving this genus are scarce. This
work was developed aiming to contribute to morphological, reproductive, cytogenetic and
locomotor aspects knowledges of species from the genus using several methodologies.
Considering some genus taxonomic issues, we chose to name the species studied as Ophiodes
cf. fragilis. The results showed no sexual dimorphism associated with shape and size in
Ophiodes cf. fragilis. When the same parameters were evaluated, it was possible to differentiate
this species from Ophiodes fragilis specimens. The urogenital system has a morphology similar
to that previously described for Squamata. Microscopic morphological variation associated with
reproductive and non-reproductive periods of the year was found. We highlight the presence of
renal sexual segment in males and females adults' kidneys. The hemipenis and hemiclitors have
similar microscopic structures, distinguishing themselves in shape and external morphology.
The chromosomes number and morphology of Ophiodes cft. fragilis wassimilar to previous
described for other species of Ophiodes. New analysis of traditional and molecular cytogenetics
were performed for the first time for a species belonging to the genus. Ophiodes cf. fragilis
specimens move predominantly by serpentine and rectilinear modes, with movement being
observed in certain situations of vestigial posterior limb. There is a strong evidence that the
posterior limb is an extremely reduced limb, not a vestigial one, due to presence of ossicles
supporting it with metabolic activity and linked to a thin pelvic girdle. Osteoderms are present
throughout the animal's body, with canicles morphology equivalent to that described for the
genus. The present study presents unpublished data and complements other information
previously known for the genus. The methodologies used and the results obtained can be easily

replicated and used as a basis for future studies with other species of Ophiodes.



RESUMO PARA DIVULGACAO CIENTIiFICA

Apesar de serem conhecidas pelas pessoas como cobras-de-vidro, esses animais de corpo
alongado e fino, sem patas anteriores € com patas posteriores bem pequenas sao lagartos.As
espécies que ocorrem no Brasil e em alguns outros paises da América do Sul pertencemao género
Ophiodes. Poucos estudos foram feitos com estas espécies, o que resulta em lacunas
noconhecimento sobre varias caracteristicas desses lagartinhos tao diferentes. Este estudo teve
como objetivo preencher algumas dessas lacunas. Foi visto que os machos e as fémeas nao
possuem diferengas em relagdo a forma e tamanho do corpo, da cabega e da pata posterior.
Quando  comparadas  duas espécies de  cobras-de-vidro foram  encontradas
diferencasprincipalmente no tamanho do corpo, da cabeg¢a e da pata posterior. Os Orgaos
relacionados a reprodugdo (testiculos, ovarios, epididimos, ovidutos e ductos deferentes) sao
parecidos com os de serpentes e anfisbenas (cobras de duas cabecas). Nogrupo dos lagartos,
serpentes e anfisbenas uma regido do rim ¢ modificada durante o periodo de reprodugao,
produzindo uma secre¢do importante. Essa regido ja foi identificada em machos adultos de outras
espécies e aquia encontramos em fémeas adultas,além dos machos. O 6rgdo de copula masculino
¢ o0 hemipénis. Nas fémeas pode ser observada uma estrutura na mesma regiao, com fung¢ao ainda
desconhecida, o hemiclitoris. O hemipénis e o hemiclitoris aqui estudados sdo diferentes a
olhonu, mas possuem caracteristicas muitos semelhantes ao serem observados em microscopio.
Assimcomo outras espécies de cobras-de-vidro, a espécie estudada teve o mesmo numero e
formato de cromossomos. Novas técnicas de coloracdo e visualizacdo dos cromossomos
foramutilizadas pela primeira vez para estudar uma cobra-de-vidro. As cobras-de-vidro se
movem quase sempre em formato de “S” (= serpentina) e em linha reta (= retilinea); algumas
vezes elastambém movimentam a pata posterior, apesar dela ser bem reduzida, podendo ter um
papel importante para a locomogao desses lagartos. Este estudo traz novasinformacdes e completa
outras que ja eram conhecidas para as cobras-de-vidro. Foram utilizadas diferentes técnicas,
algumas delas pela primeira vez, podendo ser usadas em estudos comparativos com outras

cobras-de-vidro e outras espécies de lagartos.
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INTRODUCAO GERAL

1- O género Ophiodes Wagler, 1828

A ordem Squamata ¢ compreendida pelos lagartos (Lacertilia), pelas anfisbenas - cobras
de duas cabecas (Amphisbaenia) e pelas serpentes (Ophidia) (UETZ et al, 2021). Sao
reconhecidas quase 7 mil espécies mundialmente de lagartos (UETZ et al., 2021), sendo que
destas cerca de 270 sdo encontradas no Brasil (COSTA e BERNILS, 2018).

Recentemente, Burbrink e colaboradores (2020) sugeriram uma nova filogenia para
Squamata a partir de dados gendmicos. Nesta proposta Diploglossinae (Anguidae) foi elevada
a familia (Diploglossidae). No entanto, ao longo deste trabalho utilizaremos a classificagao
adotada pela Lista de Répteis Brasileiros (COSTA e BERNILS, 2018) a qual considera
Diploglossinae subfamilia de Anguidae. Diploglossinae é composta pelos géneros Celestus,
Diploglossus ¢ Ophiodes (PYRON et al.,, 2013; PYRON, 2017). No Brasil podem ser
encontradas seis espécies desta subfamilia: Diploglossus fasciatus (Gray, 1831), D. lessonae
Peracca, 1890, Ophiodes fragilis (Raddi, 1820), Ophiodes enso Entiauspe-Neto et al., 2017,
Ophiodes striatus (Spix, 1825) e Ophiodes yacupoi Gallardo, 1966 (COSTA ¢ BERNILS,
2018).

Os lagartos pertencentes ao género Ophiodes Wagler, 1828, popularmente conhecidos
como cobras-de-vidro ou quebra-quebra, sdo endémicos da América do Sul (BORGES-
MARTINS, 1998; MACEY et al., 1999; ENTIAUSPE-NETO et al., 2017) (Figura 1). No
Brasil, ha registros de ocorréncia nas regioes Sul, Sudeste, Centro-Oeste ¢ Nordeste do pais
(BORGES-MARTINS, 1998; COSTA e BERNILS, 2018) (Figura 1). Apresentam como
principais caracteristicas a presenca de osteodermos na pele, cabe¢a pequena e pontiaguda,
escamas dorsais e ventrais com o mesmo formato e tamanho, pulmao esquerdo menor que o
direito, auséncia de vestigios externos de membros anteriores, com membros posteriores
rudimentares em forma de estilete, com o formato da cauda e do corpo cilindricos (BORGES-
MARTINS, 1998). Sao viviparos lecitotroficos, ou seja, ndo existe uma conexao placentaria
aparente entre mie e embrido, ocorrendo a nutricdo embriondria através do vitelo (LEITAO,
1973; ROCHA-BARBOSA et al., 1991; BARROS e TEIXEIRA, 2007; MONTECHIARO et
al., 2011; CACCIALI e SCOTT, 2012,2015).

Atualmente, o género Ophiodes € composto por sete espécies: Ophiodes fragilis;
Ophiodes striatus; Ophiodes yacupoi; Ophiodes vertebralis Bocourt, 1881; Ophiodes
intermedius Boulenger, 1894; Ophiodes luciae Cacciali e Scott, 2015 e Ophiodes enso
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(ENTIAUSPE-NETO et al., 2017; UETZ et al., 2021) (Figura 2a-f). Dentre as espécies
formalmente descritas, ha indicios de que Ophiodes yacupoi seja sinonimia de Ophiodes fragilis
(BORGES-MARTINS, 1998). Borges-Martins (1998) ainda destaca a existéncia de outras trés
espécies candidatas (Ophiodes sp. “17; Ophiodes sp. “2” ¢ Ophiodes sp. “3”") (Figura 2g-1), a
partir de anélises de caracteres associados a escamacao cefalica e corporal, ao formato da cabeca
e dos membros posteriores € o padrdo de coloracdo. Entretanto, até a presente data, estas possiveis
espécies novas nao foram ainda oficialmente descritas. Além disso, Borges-Martins (1998) e
Cacciali e Scott (2015) destacam que o género Ophiodes pode englobar mais espécies do que as
anteriormente supostas. No entanto, estudos de revisdo taxondmica e filogenética deste grupo
sdo inexistentes, estando ausentes estudos de defini¢do filogenética para o género, se limitando
a poucas descrigdes de novas espécies recentes (CACCIALI e SCOTT,2015; ENTIAUSPE-
NETO et al., 2017).

AMERICA LATINA

T —
ol e I;og
-

="
F=
Fae 82 | s "t""'n‘é:w

Elementos do mapa
8 Ophiodes enso
Ophiodes fraglis
& Cphiodes intermedius
@ Oohiodes licize
- Qphiodes sp1
& Ophiodes spZ
D Ophibdes sp3
F  Ophiodes slratus
A Cokiodes verebralis

[ Clofiodes yacupol

0 400
AU kfiameters

Figura 1: Mapa de distribuicdo das espécies formalmente descritas (Ophiodes striatus,
Ophiodes fragilis, Ophiodes yacupoi, Ophiodes intermedius, Ophiodes vertebralis, Ophiodes
luciae e Ophiodes enso) e espécies candidatas (Ophiodes sp. 1, Ophiodes sp. 2 e Ophiodes sp.
3) do género Ophiodes baseado nos trabalhos de Borges-Martins (1998), Cacciali e Scott
(2015), Entiauspe-Neto et al. (2017) e Costa e Bérnils (2018).
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Figura 2: Fotografia de exemplares do género Ophiodes. (a) O. fragilis; (b) O. striatus; (c) O.
vertebralis; (d) O. intermedius; (e) O. luciae; (f) O. enso; (g) O. sp 1; (h) O. sp 2; (i) O. sp 3.
Fonte: Modificadas de Borges-Martins (1998); Cacciali e Scott (2015); Entiauspe-Neto et al.
(2017).

Devido as contradigdes taxonOmicas anteriormente citadas, os espécimes analisados
neste estudo foram classificados como Ophiodes cf. fragilis (Anexo I). As caracteristicas
principais observadas para identificagao foram: (1) coloragao dorsal amarronzada, com 3 listras
pretas de diferentes espessuras, da por¢do posterior da cabeca até a cauda; (2) coloragdo ventral
esverdeada (quando in vivo) ou dorso-lateralmente azul-esverdeado (quando preservado); (3)
membros posteriores bastante reduzidos; e (4) pontos claros e escuros lateralmente na cabega,
iniciando apo6s a escama nasal e terminando no inicio do tronco. Tais caracteristicas foram
associadas a Ophiodes sp “2” por Borges-Martins (1998), a qual ¢ atribuida a distribui¢do ao
sul, sudoeste e sudeste de Minas Gerais, além de regides nos estados da Bahia, Alagoas,
Pernambuco, Ceard e Rio de Janeiro (BORGES-MARTINS, 1998). Os espécimes identificados
como Ophiodes cf. fragilis foram coletados nos seguintes municipios do estado de Minas Gerais
(Brasil): Juiz de Fora, Ritapolis, Lavras, Cataguases, Ingai, Ijaci, Sdo Jodo del Rei, Tiradentes,
Chéacara, Coronel Xavier Chaves, Ervalia, Cristina e Vigosa (Figura 3). Contudo, como

Ophiodes sp. 2 nao foi formalmente descrita e, considerando a maior similaridade morfolédgica
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dos espécimes analisados com Ophiodes fragilis do que com as demais espécies validas,
optamos por denomina-los como Ophiodes cf. fragilis (Figura 4a-c). Cabe ressaltar que os
espécimes de O. cf. fragilis utilizados neste estudo foram identificados em estudos anteriores

como O. cf. striatus, O. striatus ¢ O. fragilis (como em Sousa et al., 2012; Cozendey et al.,

2013; Trindade et al., 2013; Oliveira et al., 2020, 2021).
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Figura 3: Mapa de distribuigao dos espécimes de Ophiodes cf. fragilis analisados neste trabalho
coletados nos seguintes municipios do estado de Minas Gerais (Brasil): Juiz de Fora, Ritapolis,

Lavras, Cataguases, Ingai, [jaci, Sao Jodo del Rei, Tiradentes, Chacara, Coronel Xavier Chaves,

Ervalia, Cristina, Vigosa.
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Figura 4: Fotografia de exemplares de Ophiodes cf. fragilis utilizados neste estudo. (a,b)
Exemplares in vivo, destaque para coloracdo das escamas dorsais e ventrais; (c¢) exemplar
preservado na Coleg¢ao de Répteis da Universidade Federal de Juiz de Fora. Fonte: arquivo

pessoal.
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2- Revisao Bibliografica

Apesar de o género Ophiodes ter sido descrito em 1828, por Wagler, e a sua ampla
distribuicdo geografica (BORGES-MARTINS, 1998), pouco se conhece sobre caracteristicas
biologicas, ecologicas e comportamentais de espécies deste género. Esta falta de informagoes
sobre o género pode ser atribuida, por exemplo, a dificuldade de obtengdao de material para
estudo, visto que devido ao seu habito de vida criptozoico MONTECHIARO et al., 2011; VITT
e CALDWELL, 2014; OLIVEIRA et al.,2016; PIMENTA et al., 2019) dificultam sua coleta e
captura. Entretanto, alguns trabalhos sobre morfologia, reproducdo, genética e comportamento
foram publicados com espécies do género.

Nos trabalhos listados nos itens 2.1, 2.2, 2.3 e 2.4 da revisdo bibliografica foram
consideradas as identificagdes taxondmicas dos espécimes analisados de acordo com os autores

de cada estudo.

2.1- Morfologia

Um dos mais relevantes estudos morfoldgicos com lagartos do género Ophiodes foi
desenvolvido por Borges-Martins (1998). Esta revisdo taxondmica e sistematica filogenética do
género destaca-se por apresentar dados inéditos quanto a morfologia de caracteres reprodutivos,
osteologicos, morfométricos e de escamacao, além da descri¢ao de uma chave de identificagao
taxonomica para Ophiodes. Tais resultados, apesar de ainda ndo publicados, servem de base
para diversos estudos com espécies do género. Caracteristicas osteologicas também foram o
foco do estudo de Alves et al. (1980) no qual descreveram detalhadamente os ossos do cranio
de Ophiodes striatus.

Como exemplificado anteriormente, todas as espécies de Ophiodes sao similares quanto
a morfologia externa. Estd similaridade pode ser observada tanto em nivel taxondmico quanto
sexual. Até o presente momento, ainda ndo foi descrita variacdo morfologica externa (como
coloragdo e ornamentagdo) para diferenciagdo sexual dos espécimes do género.

O dimorfismo sexual em Ophiodes foi analisado principalmente quanto ao tamanho,
evidenciando a tendéncia de fémeas maiores que machos (PIZZATO, 2005; BARROS e
TEIXEIRA, 2007; MONTECHIARO et al., 2011; ORTIZ et al., 2017). Em espécimes de O.
striatus, as fémeas apresentaram comprimento rostro-cloacal (CRC) médio variando de 161,04
a 170,7 mm; quanto aos machos, o CRC médio variou de 146,66 a 160,0 mm (BARROS e
TEIXEIRA, 2007; MONTECHIARO et al. 2011). Para espécimes de O. fragilis, o CRC médio
observado em fémeas foi de 192,5 mm e em machos de 158,9 mm (PIZZATO, 2005). E para
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O. intermedius foi relatado CRC médio de 160,5 mm para espécimes fémeas e de 136,7 mm
para espécimes machos (ORTIZ et al., 2017).

A diferenciagdo morfoldgica externa, além do estudo de Borges-martins (1998), foi
analisada por Oliveira et al. (2016) indicando uma variagdo da forma e tamanho das escamas
cefalicas em O. fragilis coletados em duas populacdes distintas da regido Sul do Brasil. Outro
caminho promissor para analise de variagao morfologica em Ophiodes ¢ a descrigao estrutural
dos osteodermos (placas Osseas que sustentam as escamas epidérmicas) (STRAHM e
SCHWARTZ, 1977, ROCHA-BARBOSA et al., 2015); esta estrutura ¢ amplamente utilizada
na sistematica de Anguidae (ZYLBERBERG ¢ CASTANET, 1985; BUFFRENIL et al., 2010;
BOCHATON etal., 2015). Strahm e Schwartz (1977) descreveram a estrutura dos osteodermos
de Ophiodes (Figura 5) como um sistema de canal arboreo (= sistema radix) extenso e em forma
de nuvem dentro da porcao livre, sendo derivado de Diploglossus e apresentando evolucao
convergente com os anguideos da América do Norte (Anguis e Ophisaurus). Entretanto, estudos
atuais (como de BOCHATON et al., 2015), ressaltam a necessidade de trabalhos que descrevam
discriminadamente os osteodermos entre as espécies de Ophiodes e investiguem a variacao dos

mesmos dentro do género.

Figura 5: Estrutura dos osteodermos de Diploglossus (A-L) e Ophiodes (M-O) descritos por
Strahm e Schwartz (1977).
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2.2- Reprodugdo

Informagdes sobre caracteristicas reprodutivas talvez sejam as mais exploradas dentro
de Ophiodes. Ha um compilado de informag¢des quanto a modo reprodutivo, ciclo reprodutivo,
tamanho da ninhada e dos neonatos (Figura 6). O modo reprodutivo de Ophiodes foi
caracterizado como viviparo lecitotrofico (= ovoviviparo) pela primeira vez por Gallardo
(1966), discutido por Greer (1967) e confirmado posteriormente por Leitdo (1973) através da
necropsia de espécimes de O. striatus. Rocha-Barbosa et al. (1991) foram os pioneiros na
descri¢do da parturi¢do de uma fémea de O. striatus, o que também reforcou o modo reprodutivo

anteriormente descrito para a espécie/género.

S T T
Figura 6: Espécime adulta e neonatos de Ophiodes striatus. (a) Embrides encontrados durante

a necropsia do espécime adulto; (b) embrido com destaque para o tamanho. Fonte: (a) Oliveira

et al. (2020); (b) Bernardo e Pires (2006).

O ciclo reprodutivo ndo foi elucidado com clareza em nenhuma das espécies do género
Ophiodes. Com base nos estudos ja realizados com espécies do género, sabemos que: Ophiodes
striatus teria como época de acasalamento entre outubro e janeiro (LEITAO, 1973), com
vitelogénese secundaria ocorrendo de fevereiro a outubro (MONTECHIARO et al., 2011) e
tempo de gestagao estimado em no minimo 100 dias (ROCHA-BARBOSA et al., 1991). Para
O. fragilis ha informagdes quanto ao periodo de vitelogénese secundaria ocorrendo em
fevereiro, ovulagdo de marco a junho e tempo de gestagdo de pelo menos cinco meses
(PIZZATO, 2005). As fémeas analisadas por Montechiaro et al. (2011) ndo apresentaram
foliculos e embrides simultaneamente no oviduto, confirmando que ocorre apenas uma gestacao
por temporada reprodutiva. O tamanho da ninhada ¢ varidvel entre as espécies. Em O. striatus

a literatura varia de 2 a 24 embrides/neonatos, com comprimento rostro-cloacal (CRC) variando
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de 46 a 54 mm e massa corporal (MC) de 0,50 a 0,64 g (LEITAO, 1973; ROCHA-BARBOSA
etal., 1991; BERNARDO e PIRES, 2006; BARROS e TEIXEIRA, 2007; MONTECHIARO et
al., 2011; TRINDADE et al., 2013). Em O. fragilis variou de 5 a 13 embrides, com CRC de
44,1 mm e MC de 0,69 g (PIZZATO, 2005). Greer (1967) descreveu para O. vertebralis uma
variacdo de 9 a 15 “ovos”/filhotes. Cabe ressaltar que os dados acima apresentados podem sofrer
modificagdes relacionadas as espécies estudadas, o que somente podera ser esclarecido com
uma grande revisdo taxondmica do género.

Estudos que destacam a morfologia de estruturas reprodutivas em Ophiodes sao raros.
Destaca-se o estudo de Nunes et al. (2014) que analisaram a morfologia do hemipénis de O.
fragilis, descrita anteriormente por Borges-Martins (1998) de maneira esquematica (Figura 7).
O hemipénis de O. fragilis ¢ uma estrutura dupla, bifurcada e descalcificada, com ornamentacao
plissada. As variagdes estruturais do hemipénis sdo de importincia taxonOmica
(VALDECANTOS e LOBO, 2015), entretanto este 6rgdo ainda ndo foi descrito em detalhes

para as outras espécies do género.
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Figura 7: Fotografia esquematica do hemipénis de Ophiodes com nomenclatura das regides (a)
e (b) porcao sulcada (lado direito) e assulcada (lado esquerdo) do hemipénis de O. fragilis (barra

de escala = 3 mm). Fonte: (a) Borges-Martins (1998); (b) Nunes et al. (2014).

2.3- Citogenética
Na familia Anguidae, o niumero diploide (27n) pode variar de 30 a 48, com numero
fundamental entre 34 e 48 (HERNANDO e ALVAREZ, 2005). Os cariotipos de duas espécies

do género Ophiodes (O. striatus e O. intermedius) foram anteriormente descritos. Ambos
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apresentaram 2n = 36 cromossomos, sendo 12 macrocromossomos € 24 microcromossomos
(Figura 8), com a organiza¢ao dos pares cromossomicos similares entres as duas espécies
(BECAK et al. 1972; HERNANDO, 2002; HERNANDO e ALVAREZ, 2005). O tamanho do
genoma foi relatado para O. striatus, por Olmo (1984), de 2,8 pg/N.

Becak et al. (1972), ao estudarem os cromossomos de O. striatus, destacaram que o0s
caridtipos foram os mesmos para ambos os sexos, com heteromorfismo do cromossomo sexual
ausente. Entre os macrocromossomos, os pares 1, 3, 4 ¢ 5 sao metacéntricos e os pares 2 € 6 sdo
submetacéntricos. A mesma organizagao de cromossomicos metacéntricos e submetacéntricos

foi observada para O. intermedius (HERNANDO, 2002).
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Figurak8: Caridtipo de Ophiodes striatus (a) e O. intermedius (b). Fonte: (a) Begak et al. (1972);
(b) Hernando e Alvarez (2005).

2.4- Comportamento

Pouco se conhece sobre o comportamento exibido por lagartos do género Ophiodes. Em
relagdo aos seus habitos de vida, sabe-se que tais espécies sdo criptozoicas, semifossoriais,
podendo ser encontradas em serapilheiras e areas de cobertura vegetal baixa (MONTECHIARO
etal., 2011; VITT e CALDWELL, 2014; OLIVEIRA et al., 2016; PIMENTA et al., 2019).
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Quanto ao habito alimentar, as espécies de Ophiodes sao classificadas como generalistas
e oportunistas (BARROS e TEIXEIRA, 2007; MONTECHIARO et al., 2011; SILVA, 2019).
Alimentam-se preferencialmente de insetos; no entanto, hé registros de canibalismo
(MONTECHIARO e ADAMS, 2009; MONTECHIARO et al. 2011).

Os comportamentos relacionados a reproducdo e a defesa foram descritos por Rocha-
Barbosa et al. (1991) e Pimenta et al. (2019), respectivamente. Rocha-Barbosa et al. (1991)
relataram os comportamentos exibidos por uma fémea de O. striatus durante a parturicdo de
quatro filhotes. Enquanto Pimenta et al. (2019) caracterizaram o comportamento observado em
um espécime de O. striatus (arquear a regido anterior do corpo e rotacionar), durante um

encontro ocasional, como defensivo.

Considerando o que foi apresentado anteriormente sobre Ophiodes e a exiguidade de
estudos realizados com espécies deste género, buscamos analisar caracteristicas morfologicas,
reprodutivas, citogenéticas e comportamentais de Ophiodes utilizando como modelo Ophiodes
cf. fragilis. Este trabalho foi realizado em cinco capitulos explorando diferentes questdes. No
Capitulo I procuramos responder as seguintes perguntas: (1) existe dimorfismo sexual nos
espécimes analisados de Ophiodes cf. fragilis? e (2) existe variacdo morfoldgica entre os
espécimes identificados como Ophiodes cf. fragilis com os espécimes de Ophiodes fragilis?.
Nos Capitulos II e III descrevemos as caracteristicas macro e microscOpicas do sistema
urogenital, do hemipénis e do hemiclitoris. No Capitulo IV apresentamos numero, morfologia
e marcagoes especificas nos cromossomos de Ophiodes cf. fragilis e apresentamos o provavel
nimero cromossdmico ancestral da familia Anguidae. Por fim, no Capitulo V descrevemos o
modo e a morfologia associada a locomoc¢ao de Ophiodes cf. fragilis. Apos os capitulos que
compdem este trabalho, sdo apresentadas as conclusdes e caminhos futuros para estudos com

Ophiodes.
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CAPITULO1

Avaliacao do dimorfismo sexual e variacio interespecifica na cobra-de-

vidro Ophiodes cf. fragilis (Raddi, 1820) (Squamata: Anguidae)

1- INTRODUCAO

A morfometria (= medida de forma) (MITTROECKER e GUNZ, 2009) ¢ uma técnica
amplamente utilizada para estudos de Répteis em geral. Grande parte dos estudos utiliza a
técnica de morfometria linear para documentar variacdes na forma e tamanho (como
RAMIREZ-BAUTISTA et al., 2016). Por outro lado, a morfometria geométrica ¢ uma
alternativa que tem sido abordada a fim de minimizar ou substituir as técnicas invasivas
utilizadas para medi¢des de morfometria linear (MACEDO et al., 2017). Esta metodologia pode
ser definida como a fusdo entre a geometria e a biologia, compreendendo o estudo da forma em
um espago bi ou tri-dimensional, que permite a investigacdo, em profundidade, de mudancas
morfolégicas (MITTROECKER e GUNZ, 2009).

Ao longo dos anos, as analises morfométricas contribuiram para o maior entendimento
de caracteristicas populacionais/especificas (MONTECHIARO et al. 2011), de dimorfismo
sexual (FABRE et al. 2014; KUKUSHKIN e DOVGAL, 2018), sobre evolugdo de
caracteristicas (GRIZANTE et al., 2010; BENITEZ e PUSCHEL, 2014; GRAY et al., 2019),
adaptacdes ecomorfologicas (KALIONTZOPOULOU et al., 2010) e taxonomia e diferenciagao
de espécies (RUANE, 2015; REJ e MEAD, 2017). Atualmente, ha um crescente uso da
morfometria geométrica no estudo de Répteis; este fato pode estar relacionado a esta técnica
preservar a geometria das configuragdes de referéncia ao longo da andlise e permitir o estudo
da forma (MITTROECKER e GUNZ, 2009; BENITEZ e PUSCHEL, 2014) de maneira
integrada a diferentes fatores intra e interespecificos.

Estudos sobre dimorfismo sexual em Répteis sdo frequentes, entretanto o mesmo ainda
é pouco explorado (LJUBISAVLIEVIC et al., 2010). O dimorfismo sexual em lagartos pode
ser evidenciado de diferentes formas como ornamentacdes, tamanho e coloragdes. Em algumas
espécies de lagartos o dimorfismo sexual por tamanho corporal esta diretamente relacionado a
selecdo sexual, no qual machos geralmente apresentam as medidas da cabeg¢a maiores do que
as das fémeas e as fémeas exibem o tamanho corporal maior do que os machos (OLSSON et
al., 2002; PIANKA e VITT, 2003). Desta forma, a selecao sexual favoreceria a machos maiores

na disputa pelas fémeas e na defesa de territdrio e as fémeas com corpos maiores, que poderiam
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gerar ninhadas numerosas (FABRE et al., 2014; KUKUSHKIN e DOVGAL, 2018). No entanto,
o dimorfismo sexual por tamanho corporal nao ¢ regra. Para a familia Anguidae, de maneira
geral, ¢ relatado o dimorfismo sexual de tamanho e forma, tendo as fémeas o corpo mais longo,
cauda mais curta e cabeca mais compacta do que os machos (KUKUSHKIN e DOVGAL, 2018).
Tais caracteristicas foram anteriormente encontradas por diferentes autores para lagartosdo
género Ophiodes (PIZZATO, 2005; BARROS e TEIXEIRA, 2007; MONTECHIARO et al.,
2011; ORTIZ et al., 2017).

Ophiodes (Wagler, 1828) ¢ um género de lagartos que se caracterizam pela cabeca
pequena e pontiaguda, cauda e corpo alongados, auséncia de vestigios externos de membros
anteriores, com membros posteriores rudimentares (PIZZATO, 2005; OLIVEIRA et al., 2016).
Sao popularmente conhecidos como cobras-de-vidro, lagartos-de-vidro ou quebra-quebra. As
espécies deste género podem ser encontradas na Argentina, Paraguai, Bolivia, Uruguai e Brasil
(UETZ et al., 2021). No Brasil, estd distribuido pelas regides sudeste, centro-oeste, sul e
nordeste do pais (COSTA e BERNILS, 2018). Sete espécies compdem este género (Ophiodes
fragilis (Raddi, 1820); Ophiodes striatus (Spix, 1825); Ophiodes yacupoi Gallardo, 1966;
Ophiodes vertebralis Bocourt, 1881; Ophiodes intermedius Boulenger, 1894; Ophiodes luciae
Cacciali e Scott, 2015 e Ophiodes enso Entiauspe-Neto et al., 2017) (ENTIAUSPE-NETO et
al., 2017; UETZ et al., 2021), além de outras trés espécies candidatas (Ophiodes sp. 1, Ophiodes
sp. 2 e Ophiodes sp 3) (BORGES-MARTINS, 1998). A semelhanga morfoldgica entre as
espécies de Ophiodes, associada a ampla distribuicdo geografica atribuida a algumas espécies
do género, reforga a hipdtese de que o mesmo compreenderia mais espécies do que as antes
descritas (BORGES-MARTINS, 1998; CACCIALI e SCOTT, 2015). Os espécimes aqui
analisados possuem caracteristicas atribuidas a espécie candidata Ophiodes sp. 2. Por ainda nao
ter sido oficialmente descrita e, dentre as espécies formalmente descritas, os espécimes deste
estudo apresentarem caracteristicas morfologicas mais proximas a Ophiodes fragilis optamos
por nomea-los como Ophiodes cf. fragilis.

Diante da raridade de estudos que avaliem a variagdo morfologica em diferentesespécies
do género Ophiodes, e estudos de dimorfismo sexual utilizando a técnica de morfometria
geométrica no género, o presente estudo teve como objetivo principal investigar odimorfismo
sexual em espécimes de Ophiodes cf. fragilis analisando varidveis aferidas no corpo, na cabeca
e no membro vestigial e a variacdo de escamas da cabega e do formato dos membros vestigiais.
Utilizando os mesmos parametros para investigacdo do dimorfismo sexual,avaliamos a variagao

interespecifica entre Ophiodes cf. fragilis e Ophiodes fragilis.
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2- MATERIAL E METODOS
2.1- Espécimes estudados
Foram estudados espécimes adultos de Ophiodes cf. fragilis (n=57) e Ophiodes fragilis
(n =20) pertencentes a Colegdes Cientificas (Cole¢do Herpetologica do Laboratério de Répteis
da Universidade Federal de Juiz de Fora e Colecao de Répteis do Museu de Zoologia Jodo

Moojen da Universidade Federal de Vigosa) do estado de Minas Gerais, Brasil (Anexo II).

2.2- Morfometria linear

Foram aferidas as seguintes variaveis morfométricas em 77 espécimes de Ophiodes:
comprimento rostro-cloacal (SVL), comprimento do membro posterior vestigial (LVL - medido
do lado esquerdo), distdncia entre narinas (DN), altura da cabeca (HH) e largura da cabega
(HW), como mostrado na Figura 9. Devido ao modo de fixagdo de alguns espécimes, a medida
linear foi obtida com o auxilio de uma linha, que percorreu todo o corpo do animal (do rostro a
cloaca), posteriormente foi estendida em uma superficie lisa e teve seu valor aferido por meio
de um paquimetro digital para determinar o tamanho de cada exemplar, com precisdao de 0,01

mm. Os valores brutos obtidos estdo especificados no Anexo II.

Figura 9: Relacdo das variaveis morfométricas aferidas em Ophiodes cf. fragilis e Ophiodes
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fragilis pertencentes a Cole¢do Herpetoldgica da Universidade Federal de Juiz de Fora - Répteis
(CHUFJF-Répteis) e a Colecao de Répteis do Museu de Zoologia Jodo Moojen da Universidade
Federal de Vigosa (MZUFV). Comprimento rostro-cloacal (SVL), comprimento da cauda (TL),
comprimento dos membros posteriores vestigiais (LVL - medido do lado esquerdo), distancia
entre narinas (DN), comissura rostro-labial (FC), altura da cabeg¢a (HH) e largura da cabega
(HW).

Através das medidas aferidas do corpo, cabeca e membro vestigial investigamos o
dimorfismo sexual entre os espécimes de Ophiodes cf. fragilis e a varia¢do interespecifica entre
Ophiodes cf. fragilis e Ophiodes fragilis. Para avaliar o dimorfismo sexual e a variagdo
interespecifica foram feitas pela Analise de Componente Principal (PCA) e a Andlise de
Variancia Multivariada (MANOVA). Antes das analises de PCA e MANOVA os dados foram
logaritmizados (logl0), visando a reducdo do efeito do viés dos valores dentro da amostra.
Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa R versao 4.0.5 (R CORE TEAM,

2021).

2.3- Morfometria Geométrica

Foram realizadas fotografias em vista dorsal (n = 71) e lateral direita (n = 66) da cabega
e do membro vestigial direito (n =49) dos espécimes de Ophiodes anteriormente especificados
(Anexo II). Através dessas fotografias analisamos o dimorfismo sexual em Ophiodes cf. fragilis
e a variagao interespecifica comparando as escamas da cabega (dorsal e lateral) e o formato do
membro vestigial com Ophiodes fragilis. Os espécimes foram fotografados em mesa estativa,
com camera digital com macro Nikon®, modelo D3100 e lente 55 mm acoplada. A fim de
padronizacdo, uma régua de 30 cm foi utilizada para todas as imagens. A criagdo dos arquivos
de imagem foi realizada no Software TpsUtil (ROHLF, 2006a) e os marcos anatdomicos foram
digitalizados no Programa TpsDig2 (ROHLF, 2006b). Nas imagens foram registradas 10
landmarks para a vista dorsal (correspondentes as escamas frontal e interparietal), 10 landmarks
para a vista lateral da cabeca (correspondente as escamas rostral, nasal, 1° supralabial e pos-
nasal — ponta do focinho) e 5 landmarks no membro vestigial (formato do membro, sem escamas
especificas) (Figura 10). Os célculos da forma morfométrica foram realizados no Programa
MorphoJ através das Andlises de Componente Principal (PCA) e Andlise de Funcao
Discriminante (DFA).
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Marcos Anatdmicos (Landmarks)

Vista Dorsal da Cabega Vista Lateral da Cabega Membro Vestigial
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Figura 10: Escamas das vistas dorsal da cabega, lateral direita da cabeca e membro vestigial
direito de Ophiodes cf. fragilis com a localizacdo dos marcos anatdmicos (landmarks)

analisados neste estudo.

3- RESULTADOS

3.1- Morfometria linear

A Anadlise de Componente Principal (PCA) nao agrupou os espécimes de Ophiodes cf.
fragilis (n =57, 22 fémeas e 35 machos) pelo sexo, indicando auséncia de dimorfismo sexual
(Figura 11a,b). As varidveis analisadas ndo apresentaram diferenca significativa entre os sexos
(p =0,9939). O componente principal 1 (PC1) explicou 49% da variagdo da amostra. Enquanto
o componente principal 2 (PC2) 25,4% da variagdo, com um percentual acumulativo (PC1 +
PC2) igual a 74,4%. Os valores se distribuiram homogeneamente entre PC1 e PC2. As medidas
da altura (HH) e largura (HW) da cabeca e distdncia entre as narinas (DN) apresentaram
tendéncia a valores positivos de PC1 e de PC2. Enquanto os valores do comprimento rostro-
cloacal (SVL) e do membro vestigial (LVL) tenderam a valores positivos de PC1 e negativos
em PC2 (Figura 11a). A PCA sugere que a altura e largura da cabeca e a distancia entre as
narinas sao correlacionadas positivamente entre si. Correlacdo semelhante também pode ser
observada entre o comprimento rostro-cloacal e o membro vestigial, estando estas

correlacionadas negativamente as variaveis da cabeca. Em PC1 a variavel que mais contribuiu



38

para a variacdo dentro da amostra foi a largura da cabega, seguida pela distancia entre as narinas,
altura da cabega, comprimentos rostro-cloacal e do membro vestigial (Figura 11c¢). Entretanto,
quando analisadas os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2), o comprimento
rostro-cloacal foi a varidvel que mais contribuiu para a varia¢do seguido pelo comprimento do

membro vestigial, altura da cabega, largura da cabeca e distancia entre as narinas (Figura 11d).
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Figura 11: (a, b) Graficos da Analise de Componente Principal (PCA) das medidas

Contribuicﬂo da Vm'iﬁvel (%)

comprimento-rostro-cloacal (SVL), largura da cabega (HW), altura da cabeca (HH), distancia
entre as narinas (DN) e comprimento do membro vestigial (LVL) de espécimes fémeas
(rosa/cinza) e machos (azul/preto) de Ophiodes cf. fragilis (n = 57). (c, d) Graficos da
contribuicdo das variaveis analisadas (em porcentagem, %) nos componentes principais 1 (PC1)

e 2 (PC2)

A variagdo entre os espécimes de Ophiodes cf. fragilis e Ophiodes fragilis (n = 77,57
O. cf. fragilis e 20 O. fragilis) foi significativa (p = 2.2e-16). Apesar da amostra se distribuir
homogeneamente entre os valores de PCl1 e PC2 (Figura 12a), observamos uma maior
concentragdo dos espécimes de Ophiodes fragilis (sp. 2) nos valores positivos de PC1 e PC2;
enquanto Ophiodes cf. fragilis (sp. 1) se concentrou em valores negativos de PC1 e PC2 (Figura
12b). O PC1 explicou 63,4% e o PC2 13,2% da variacdo da amostra, com um percentual

acumulativo (PC1 + PC2) de 76,6%. O comprimento rostro-cloacal se distinguiu das demais
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variaveis analisadas, mostrando tendéncia a valores postivos em PC1 e negativos em PC2. Os
valores do membro vestigial tenderam a proximo de zero. Enquanto as variaveis da cabega
(altura e largura da cabega e distincia entre as narinas) tenderam a valores positivos de PC1 e
PC2. As variaveis da cabega e do membro vestigial se correlacionaram positivamente entre si
e negativamente ao comprimento rostro-cloacal (Figura 12a). Em PC1 a varidvel que mais
contribuiu para a variacdo dentro da amostra foi a largura da cabeca seguida pela altura da
cabeca, distancia entre as narinas, comprimentos do membro vestigial e rostro-cloacal (Figura
12¢). Quando somadas as variacdes em PC1 e PC2, a varidvel que mais contrubuiu foi o
comprimento rostro-cloacal seguido pela altura e largura da cabega, distancia entre as narinas e

comprimento do membro vestigial (Figura 12d).
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Figura 12: (a, b) Graficos da Analise de Componente Principal (PCA) das medidas
comprimento-rostro-cloacal (SVL), largura da cabeca (HW), altura da cabeca (HH), distancia
entre as narinas (DN) e comprimento do membro vestigial (LVL) de espécimes de Ophiodes cf.
fragilis (sp. 1, rosa/cinza) e Ophiodes fragilis (sp. 2, azul/preto) (n = 77). (c, d) Gréficos da
contribui¢do das variaveis analisadas (em porcentagem, %) nos componentes principais 1 (PC1)

e 2 (PC2)
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3.2- Morfometria Geométrica

Escamas dorsal (n= 51, sendo 20 fémeas e 31 machos) e lateral (n =47, sendo 16 fémeas
e 31 machos) da cabeca e o formato dos membros vestigiais (n = 38, sendo14 fémeas e 24
machos) de Ophiodes cf. fragilis foram analisadas para verificar a existéncia de dimorfismo
sexual dentro da amostra.

A Anidlise de Componente Principal (PCA) de escamas dorsais da cabeca (Figura 13)
indicou que o componente principal 1 (PC1) explicou 24% e o componente principal 2 (PC2)
explicou 18% da variacdo observada dentro da amostra, com um percentual acumulativo dos
componentes principais 1 e 2 de 42%. Tantos as fémeas quanto os machos se distribuiram mais
homogeneamente nos valores positivos de PC1 e de PC2 (Figura 13). PC1 e PC2 indicaram uma
tendéncia de achatamento da escama interparietal e alargamento na base da escama frontal

(Figura 13).
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Figura 13: Grafico da Analise de Componente Principal (PCA) mostrando a distribui¢ao de
valores da amostra no componente principal 1 (PC1) e componente principal 2 (PC2) — fémeas
em vermelho e machos em azul — de escamas dorsais da cabeca de Ophiodes cf. fragilis (n =
51). Vetores em PCI1 e PC2 indicando a tendéncia de achatamento da escama interparietal e

alargamento na base da escama frontal.
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Nas escamas laterais da cabega (Figura 14) o PC1 explicou 34% enquanto o PC2
explicou 26% da variacdo observada, com um percentual acumulativo (PC1 + PC2) de 60%.
Os espécimes de ambos os sexos se distribuiram homogeneamente nos valores positivos e
negativos de PC1 e PC2 (Figura 14). PC1 indicou uma tendéncia ao achatamento na por¢ao
superior da escama rostral e inferior da escama nasal somado ao alargamento nas por¢des
superiores da escama nasal e 1° supralabial (Figura 14). PC2 diferiu de PC1 ao indicar a

tendéncia de alargamento da por¢ao superior da escama rostral (Figura 14).
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Figura 14: Grafico da Andlise de Componente Principal (PCA) mostrando a distribui¢do de
valores da amostra no componente principal 1 (PC1) e componente principal 2 (PC2) — fémeas
em vermelho e machos em azul — de escamas laterais da cabega de Ophiodes cf. fragilis (n =
47). Vetores em PC1 indicando a tendéncia ao achatamento na por¢ao superior da escama rostral
e inferior da escama nasal somado ao alargamento nas porg¢des superiores da escama nasal e 1°
supralabial; e em PC2 indicando a tendéncia de alargamento da por¢do superior da escama

rostral.
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A variacao da forma observada no membro vestigial (Figura 15) foi explicada 51% pelo
PC1 e 28% pelo PC2, com um percentual acumulativo de 79%. Os valores da amostra se
distribuiram homogeneamente, se concentrando principalmente nos pontos negativos de PC1 e
positivos de PC2 (Figura 15). PC1 apontou uma tendéncia ao achatamento do ponto interno
(proximo a cloaca) e alargamento do ponto externo, ambos superiores, do membro vestigial;

com PC2 indicando a tendéncia oposta a observada em PC1 (Figura 15).

Anélise de Componente Principal
PC1 o

PC2"") N PC2

lw

PC1

Figura 15: Grafico da Anélise de Componente Principal (PCA) mostrando a distribuicao de
valores da amostra no componente principal 1 (PC1) e componente principal 2 (PC2) — fémeas
em vermelho e machos em azul do formato do membro vestigial de Ophiodes cf. fragilis (n =
38). Vetores em PC1 indicaram a tendéncia ao achatamento do ponto interno (préoximo a cloaca)

e alargamento do ponto externo, ambos superiores; e em PC2 indicando a tendéncia oposta.

A Anélise de Func¢do Discriminante (DFA) das escamas dorsais da cabeca confirmaram
a auséncia de variagdo significativa entre machos e fémeas (p = 0,107); a qual também foi
confirmada nas analises de escamas laterais (p = 0,069) e pelo formato do membro vestigial (p

=0,919) (Figura 16).
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Figura 16: Grafico da Analise de Funcao Discriminante (DFA) de escamas dorsais (a -n=51)
e laterais (b - n = 47) da cabega e do formato do membro vestigial (c - n = 38) de Ophiodes cf.

fragilis. Fémeas em vermelho e machos em azul.
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A investigacdo da variagdo interespecifica foi feita com a analise de escamas dorsais (n
=71, 51 Ophiodes cf. fragilis e 20 O. fragilis) e laterais (n = 66, 47 Ophiodes cf. fragilis e 19
O. fragilis) da cabega e com o formato do membro vestigial (n = 49, 37 Ophiodes cf. fragilis e
12 O. fragilis) dos espécimes de Ophiodes analisados.

A variagdo das escamas dorsais da cabega analisadas foi explicada 30,54% pelo PC1 e
13,33% pelo PC2, resultando em um percentual acumulativo de 43,87%. Nao foi observado
agrupamento evidente entre os espécimes de Ophiodes cf. fragilis e O. fragilis; entretanto os
pontos de Ophiodes cf. fragilis se concentraram em valores positivos de PC1 e proximos a zero
em PC2 e os pontos de Ophiodes fragilis em valores negativos de PC1 e negativos de PC2
(Figura 17). A analise da forma em PC1 indicou a tendéncia de alargamento na base da escama
frontal e achatamento da base da escama interparietal (Figura 17). PC2 se diferiu de PCI1 ao
indicar uma tendéncia ao achatamento da base da escama frontal e alargamento da por¢ao

superior da escama interparietal (Figura 17).
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Figura 17: Grafico da Analise de Componente Principal (PCA) mostrando a distribui¢do de
valores da amostra no componente principal 1 (PC1) e componente principal 2 (PC2) —
Ophiodes cf. fragilis (azul) e Ophiodes fragilis (verde) (n = 71) — na analise interespecifica da
variagdo de escamas dorsais da cabega. Vetores em PC1 indicaram a tendéncia de alargamento
na base da escama frontal e achatamento da base da escama interparietal. Vetores em PC2
indicaram a tendéncia ao achatamento da base da escama frontal e alargamento da porgao

superior da escama interparietal.
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A andlise de variacdo da forma das escamas laterais da cabeca mostrou PC1 explicando
34,29% e PC2 24,78% da variagao observada, com percentual acumulativo de 59,07%. Os
pontos de Ophiodes cf. fragilis e Ophiodes fragilis se distribuiram homogeneamente dentro dos
valores positivos e negativos de PC1 e PC2, sem agrupamento ou concentragao evidente (Figura
18). Foi identificada uma tendéncia ao achatamento da por¢do superior da escama rostral e
alargamento da por¢do inferior desta mesma escama em PCIl; no entanto, o contrario foi
observado em PC2 para a escama rostral e o alargamento das escamas nasal e 1° supralabial

(Figura 18).
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Figura 18: Grafico da Andlise de Componente Principal (PCA) mostrando a distribuicao de
valores da amostra no componente principal 1 (PC1l) e componente principal 2 (PC2) —
Ophiodes cf. fragilis (azul) e Ophiodes fragilis (verde) (n = 66) — na analise interespecifica da
variacdo de escamas laterais da cabega. Vetores em PC1 indicaram a tendéncia ao achatamento
da porg¢ao superior da escama rostral e alargamento da porcao inferior desta mesma escama; em
PC2 os vetores indicaram tendéncia contraria a observada em PCI1 para a escama rostral e o

alargamento das escamas nasal e 1° supralabial.
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O componente principal 1 explicou 56,55% e o PC2 23,94% da variacdo observada no
formato dos membros vestigiais de Ophiodes cf. fragilis € Ophiodes fragilis, acumulando o
percentual de 80,49% da explicacdo da variagdo da amostra. Os pontos de Ophiodes cf. fragilis
e Ophiodes fragilis nao agruparam por espécie, mas podemos observar uma concentracao dos
pontos de Ophiodes cf. fragilis em valores negativos de PC1 e positivos de PC2 e de Ophiodes
fragilis em valores positivos de PC1 e negativos de PC2 (Figura 19). PCI indicou a tendéncia
ao achatamento do ponto interno (proximo a cloaca) e alargamento do ponto externo, ambos
superiores, do membro vestigial; com PC2 indicando a tendéncia do alargamento dos pontos

internos e externos superiores marcados (Figura 19).
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Figura 19: Grafico da Analise de Componente Principal (PCA) mostrando a distribui¢cdo de
valores da amostra no componente principal 1 (PC1l) e componente principal 2 (PC2) —
Ophiodes cf. fragilis (azul) e Ophiodes fragilis (verde) (n = 49) — na analise interespecifica da
variacdo do formato do membro vestigial. Os vetores em PCI indicaram a tendéncia ao
achatamento do ponto interno (préximo a cloaca) e alargamento do ponto externo, ambos
superiores, do membro vestigial; com vetores em PC2 indicando a tendéncia do alargamento

dos pontos internos e externos superiores marcados.

A variagao das escamas dorsal (p = 0,0091) e lateral (p = 0,0521) entre Ophiodes cf.
fragilis e Ophiodes fragilis nao foi significativa. Contudo, foi constatada variagao significativa

no formato do membro vestigial (p = <0,0001) entre as espécies analisadas (Figura 20).
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Figura 20: Grafico da Analise de Funcao Discriminante (DFA) de escamas dorsais (a - n=71)

e laterais (b - n = 66) da cabec¢a e do formato do membro vestigial (c - n = 49) interespecifica

entre Ophiodes cf. fragilis (azul) e Ophiodes fragilis (verde).

4- DISCUSSAO
A analise das medidas aferidas do corpo, da cabeca, do membro vestigial, de escamas

da cabeca e o formato do membro vestigial mostrou auséncia de dimorfismo sexual em
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Ophiodes cf. fragilis, sendo ndo significativa a variacdo na forma e tamanho encontrada. A
variacdo interespecifica associada a forma e tamanho entre Ophiodes cf. fragilis e O. fragilis
demonstrou ser significativa por ambas as técnicas utilizadas. As variagdes relacionadas ao
tamanho do corpo, cabega e membro vestigial foram altamente significativas através da técnica
de morfometria linear para diferenciar as espécies. Na analise de morfometria geométrica o
destaque foi para o formato do membro vestigial, apresentando diferenca significativa entre as
espécies.

A auséncia de dimorfismo sexual foi constatada anteriormente por Oliveira et al.
(2021) ao analisar a variagdo sexual relacionado ao tamanho do corpo, cabega e membro
vestigial através da técnica de morfometria linear em uma espécie de Ophiodes. Entretanto,
estudos anteriores com diferentes espécies de Ophiodes, também utilizando anélises baseadas
em dados de morfometria linear, demonstraram diferengas significativas entre machos e fémeas
relacionadas ao tamanho e forma do corpo, da cabega e do membro vestigial (PIZZATO, 2005;
BARROS e TEIXEIRA, 2007; MONTECHIARO et al., 2011; ORTIZ et al., 2017). A técnica
de morfometria geométrica foi utilizada pela primeira vez para o estudo de dimorfismo sexual
em uma espécie de Ophiodes; e, ao realizar uma investigacdo mais profunda da variacdo da
forma (MITTROECKER e GUNZ, 2009), confirmou o resultado obtido através dos dados de
morfometria linear.

As espécies do género Ophiodes apresentam pouca variacdo morfologica, sendo muito
semelhantes quanto ao formato do corpo, coloracido e forma e tamanho das escamas dorsais e
ventrais (BORGES-MARTINS, 1998). A variacdo na forma de escamas em Ophiodes ¢ tao
sutil, que mesmo quando constatada pode ndo diferenciar espécies ou populagdes, como foi
observado por Oliveira et al. (2016). A existéncia de pouca ou nenhuma variacao no formato e
tamanho de variaveis da cabeca, do corpo e escamas da cabega observada em nosso estudo pode
resultar diretamente dessa similaridade morfologica anteriormente descrita entre as espécies de
Ophiodes.

Os caracteres frequentemente utilizados para diagnose de espécies desse género se
concentram principalmente em contagem de escamas da regido da cabeca e do membro vestigial
(CACCIALI e SCOTT, 2015; ENTIAUSPE-NETO et al., 2017). Borges-Martins (1998) relata
que os membros vestigiais de Ophiodes fragilis possuem de 6 a 10 escamas; enquanto para
Ophiodes cf. fragilis (= Ophiodes sp. 2) o nimero de escamas nos membros vestigiais seria de
5 a 6. Membros vestigiais com mais escamas possivelmente apresentam tamanhos maiores, o
que pdde ser observado visualmente entre as espécies analisados e confirmada a diferenca entre

o tamanho e a forma pelas analises realizadas.
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A morfometria geométrica tem se mostrado uma grande aliada para estudos
taxondmicos, usualmente esta acompanhada de outras analises como exames de caracteristicas
morfolégicas (ver RUANE, 2015). Contudo, os resultados também sdo extremamente
confiaveis quando utilizada de forma isolada (como REJ e MEAD, 2017). O uso da morfometria
geométrica tem aumentado devido a fatores que, quando comparada a morfometria linear,
apresenta uma medicdo menos invasiva e andlises de variagdes morfoldgicas mais precisas
(MITTROECHER e GUNZ, 2009; BENITEZ ¢ PUSCHEL, 2014). A comparagdo das duas
metodologias demonstra ser uma forma de verificacdo da valia de cada método. Em um estudo
com Podarcis bocagei (Lopez-Seoane, 1885) ambos os métodos foram utilizados para
investigar a variagdo intraespecifica associada ao habitat, comparando diferentes populagdes
(KALIONTZOPOULOU et al., 2010). Esta estratégia, de andlise conjunta das morfometrias
linear e geométrica, também foi empregada para o estudo de dimorfismo sexual analisando o
formato da cabeca de Salvator merianae (FABRE et al., 2014). Tanto no estudo com P. hocagei
quanto com S. merianae, as analises das morfometrias linear e geométrica demonstraram ser
eficazes para detectar as diferengas sexuais e intraespecificas. As analises realizadas com ambas
as técnicas demonstraram a auséncia de dimorfismo sexual em Ophiodes cf. fragilis. De forma
complementar, nossos resultados servem de exemplo da aplicabilidade conjunta das técnicas de
morfometria linear e morfometria geométrica como um método para analise de variacdao
interespecifica, inclusive em espécies morfologicamente conservadas, como as do género
Ophiodes.

A identificagdo da existéncia ou ndo de dimorfismo sexual e como o mesmo pode ser
definido em uma espécie ¢ de extrema importancia para estudos ecoldgicos e comportamentais.
A auséncia de variacao sexual na forma e tamanho em Ophiodes cf. fragilis estimula a discussao
sobre a presenga de dimorfismo sexual em todas as espécies de Ophiodes e Anguidae; indicando
o dimorfismo sexual associado ao tamanho (fémeas com corpos maiores € machos com cabecas
maiores) ser majoritario entre as espécies do género, mas ndo um “padrdo” da familia. As
analises morfométricas, tanto a linear quanto a geométrica, mostraram ser importantes aliadas
para a diferenciagdo entre espécies, até mesmo em espécies com poucas variagdes morfologicas
evidentes. Nossos resultados confirmam que os espécimes analisados de Ophiodes cf. fragilis
e Ophiodes fragilis se diferenciam em duas espécies distintas. Ressaltamos que estudos
complementares, como analises moleculares, sdo necessarios para elucidagdo taxondmica no

género.
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CAPITULO 11

Caracterizacio morfologica do sistema urogenital e suas aplicacoes
ecologicas em Ophiodes cf. fragilis (Raddi, 1820) (Squamata: Anguidae) do

sudeste do Brasil

1- INTRODUCAO

A reproducdo se destaca entre as estratégias ecologicas e biologicas de uma espécie;
sendo a forma de transmissdo de genes para a proxima geracdo (BRAZ et al.,, 2019).
Compreender a biologia reprodutiva de uma espécie ¢ determinante na projecdo e
implementagdo de métodos eficazes de conservagdo (SHINE e BONNET, 2009). O sistema
reprodutor de Squamata apresenta a anatomia basica dos demais vertebrados, com um par de
ovarios e ovidutos nas fémeas e um par de testiculos, epididimos e ductos deferentes nos machos
(ROCHA-BARBOSA et al., 2015). A particularidade em Squamata ¢ o posicionamento de
ovario/testiculo direito comumente um pouco superior ao esquerdo (ROCHA-BARBOSA etal.,
2015).

Caracteristicas morfologicas e fisiologicas relacionadas a reprodugdo em Squamata sao
especialmente interessantes pela grande variedade de adaptagdes. Dentro do grupo dos lagartos,
serpentes e anfisbenas observamos espécies com o modo reprodutivo oviparo, viviparo
lecitotrofico (também denominado ovoviviparo) e viviparo placentotrofico (ROCHA-
BARBOSA et al., 2015; BLACKBURN, 2015). Em algumas espécies foi observada a
espermateca, sendo esta estrutura uma dobra da mucosa da regido vaginal do oviduto, que tem
por fun¢do o armazenamento prolongado de esperma (BLACKBURN, 1998; MELO et al.,
2019). Além dos 6rgaos que compdem o sistema reprodutor em Squamata ¢ importante ressaltar
0 segmento sexual renal, uma estrutura originada da hipertrofia de uma regido do néfron e/ou
ureter, que estd normalmente ausente em fémeas e machos imaturos de Squamata,a qual ¢é
associada diferentes funcionalidades relacionadas a reproducdo (RHEUBERT et al., 2014;
NOVELLI et al., 2018). Desta forma, ao estudar a morfologia de 6rgdos relacionados a
reproducdo podemos compreender algumas caracteristicas reprodutivas como maturidade
sexual, atividade reprodutiva e modo reprodutivo.

Os lagartos do género Ophiodes Wagler, 1828 (Squamata, Anguidae, Diploglossinae),
popularmente conhecidos como cobras-de-vidro, lagartos-de-vidro ou quebra-quebra, sdo

exclusivamente neotropicais e se distribuem ao leste dos Andes, na por¢ao central, no leste e
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sudeste da América do Sul (BORGES-MARTINS, 1998; CACCIALI e SCOTT, 2012,2015;
ENTIAUSPE-NETO et al., 2017). Sao viviparos lecitotroficos, ou seja, ndo existe uma conexao
placentaria evidente entre mde e embrido e a nutricdo ocorre através de gemas de vitelo
(BARROS e TEIXEIRA, 2007, MONTECHIARO et al., 2011; ORTIZ et al., 2017). As
espécies de Ophiodes apresentam também como caracteristicas a cabega pequena e pontiaguda,
cauda e corpo alongados, membros anteriores ausentes e posteriores rudimentares (PIZZATO,
2005; OLIVEIRA et al., 2016).

Atualmente, o género Ophiodes ¢ composto por sete espécies: Ophiodes fragilis (Raddi,
1820); Ophiodes striatus (Spix, 1825); Ophiodes yacupoi Gallardo, 1966; Ophiodes vertebralis
Bocourt, 1881; Ophiodes intermedius Boulenger, 1894; Ophiodes luciae Cacciali e Scott, 2015
e Ophiodes enso (ENTIAUSPE-NETO et al., 2017; UETZ et al., 2021). Borges-Martins (1998)
ainda destaca a existéncia de outras trés espécies candidatas: Ophiodes sp. “1”; Ophiodes sp.
“2” e Ophiodes sp. “3”. A similaridade morfologica observada entre as espécies anteriormente
descritas de Ophiodes somado a inexisténcia de estudos taxondmicos com o género, reforga a
hipotese de que o mesmo abrigue mais espécies do que as ja conhecidas (BORGES-MARTINS,
1998; CACCIALI e SCOTT, 2015). Este fato influencia diretamente em informagdes sobre
status de conservagao das espécies de Ophiodes, estando presentes apenas duas das sete espécies
(Ophiodes striatus e Ophiodes intermedius) na lista da IUCN (International Union for
Conservation of Nature) (2021), ambas consideradas “pouco preocupantes” (LC). O ICMBIO
(Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade) possui os dados somente de
Ophiodes striatus, sendo esta ainda considerada uma sinonimia com Ophiodes fragilis, e
apresenta o status de “dados insuficientes” (DD) (COLLI et al., 2016). Os autores da tltima
espécie descrita, Ophiodes enso, propdem que a mesma seja considerada ‘“‘criticamente em
perigo” (CR) (ENTIAUSPE-NETO et al., 2017); entretanto, até a presente data, ndo ha um
documento oficial sobre o status de conservagao que contemple esta classificacao, assim como
uma atualiza¢d@o com as demais espécies do género.

Estudos com Ophiodes, de maneira geral no Brasil, se resumem a informagdes locais
principalmente sobre aspectos da dieta e biologia reprodutiva, além de levantamentos de
herpetofauna (ROCHA-BARBOSA et al., 1991; PIZZATTO, 2005; BERNARDO e PIRES,
2006; BARROS e TEIXEIRA, 2007; BARBO, 2008; SALLES e SILVA-SOARES, 2010;
MONTECHIARO et al., 2011; ZAHER et al., 2011; NOVELLI et al., 2011, 2012; SOUSA et
al.,2010,2012; TRINDADE et al.,2013; LUCAS et al., 2016). Dentre os estudos sobre biologia
reprodutiva destacam-se informagdes referentes ao tempo de gestagdo, tamanho da ninhada e

tamanho minimo de fémeas e neonatos (ROCHA-BARBOSA et al., 1991; BERNARDO ¢
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PIRES, 2006; BARROS ¢ TEIXEIRA, 2007; MONTECHIARO et al., 2011; TRINDADE et
al., 2013; OLIVEIRA et al., 2021), inexistindo dados morfologicos do sistema urogenital e
mecanismos relacionados a reprodugdo. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi
analisar e descrever a morfologia de 6rgaos do sistema urogenital relacionados a reproducao de
espécimes de Ophiodes cf. fragilis, avaliando as possiveis variagdes relacionadas a populagdes
e épocas do ano em que foram coletados. Destacamos que os espécimes utilizados neste estudo
apresentaram caracteristicas da espécie candidata Ophiodes sp. 2 (BORGES-MARTINS, 1998).
No entanto, pelos espécimes apresentarem, entre as espécies oficialmente descritas, maior

semelhanca morfologica a Ophiodes fragilis, decidimos nomea-la como Ophiodes cf. fragilis.

2- MATERIAL E METODOS
Ao todo foram analisados 43 espécimes de Ophiodes cf. fragilis, sendo 24 machos (22
adultos e 02 juvenis) e 19 fémeas (13 adultas, 01 juvenil e em 05 ndo foi possivel estimar a
idade devido a artefatos de fixagdo do material), pertencentes a Colecdo Herpetoldgica da
Universidade Federal de Juiz de Fora— Répteis (CHUFJF-Répteis). A idade foi estimada através
da andlise macroscopica e microscopica das gonadas. Esses espécimes foram coletadosem
estudos anteriores entre os anos de 2000 e 2015 em diferentes municipios do estado de Minas

Gerais — Brasil (Figura 21).
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Figura 21: Meses em que foram coletados e nimero amostrado de espécimes de Ophiodes cf.

fragilis analisados no presente estudo.
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Durante a necropsia dos espécimes, foi retirada a por¢ao esquerda do sistema urogenital
para processamento histologico. Antes do processamento, a amostra foi clivada de forma a
processar separadamente os testiculos (com epididimos), ovarios (com ovidutos, por¢ao inicial
e mediana) e rins (com por¢ao final do oviduto e ducto deferente).

A preparagdo histologica foi realizada de acordo com a técnica de processamento de
rotina: desidratacdo em concentragdes crescentes de alcool, diafanizacdo em xilol e
impregnacao com parafina. Posteriormente, as amostras foram embebidas em parafina, para
confecc¢ao dos blocos histologicos, e os mesmos foram submetidos a cortes seriados de 4pum a
7um de espessura de acordo com o material (TOLOSA et al., 2003). As laminas foram coradas
com hematoxilina-eosina (HE); as coloragdes de acido periddico de Schiff (PAS), azul de
Alcian pH 2,5% (RHEUBERT etal., 2011) e tricrdomio de Masson foram utilizadas para analisar
a possivel composigao secretéria do segmento sexual renal. A analise do material e a respectiva
fotodocumentagao foi realizada em microscopio Olympus BX41 com equipamento fotografico

digital Canon A3100S e ocular micrométrica acoplados ao referido microscopio.

3- RESULTADOS

As caracteristicas macro e microscopicas do sistema urogenital de Ophiodes cf. fragilis
nao variaram com relagdo a localidade de coleta. Desta forma, a descri¢ao foi feita a nivel geral
da espécie. Dos 24 machos processados, foi possivel analisar os rins e testiculos de 19
espécimes, epididimos de 14 espécimes e ductos deferentes de 08 espécimes. Ja entre as 19
fémeas processadas, analisamos os rins de 13 espécimes, ovidutos de 12 espécimes e ovarios de
09 espécimes. As demais amostras apresentaram-se em ma qualidade para analise apds o
processamento histologico. O maior numero de espécimes machos foram coletados nos meses
de marco (n = 07) e dezembro (n = 09) e de fémeas no més de dezembro (n = 06) (Figura 21).
Entre os espécimes analisados houve a predominancia de individuos adultos (91,66 % e 63,15%,
machos e fémeas respectivamente).

Macroscopicamente, o sistema urogenital se apresentou de forma regular, com os 6rgaos
pares do lado direito superiores anatomicamente aos do lado esquerdo (Figura 22). Quanto a
morfologia externa, os ovarios e testiculos tém forma ovular, com a por¢ao apical mais larga e
arredondada enquanto a por¢ao basal ¢ mais afilada. Os epididimos seguiram o formato ovular
dos testiculos, se apresentado justapostos a estes. Os ovidutos tém de formato afilado e

alongados, e inicia na por¢do mediana/basal dos ovarios; em alguns espécimes foi possivel
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constatar o enovelamento desta estrutura. Os rins sdo alongados e lobulados; os ovidutos e

ductos deferentes seguiram justapostos a esta estrutura até a regiao cloacal.

Sistema Urogenital Feminino Sistema Urogenital Masculino

Legenda

1 - Ovério

2 - Oviduto

3 -Rins

4 - Ducto Deferente
5 - Testiculo

6 - Epididimo

Figura 22: Desenho esquematico do sistema urogenital de Ophiodes cf. fragilis.

Os ovarios sao envolvidos pela capsula de tecido conjuntivo vascularizado, com retragao
artefatual. Todas as fémeas analisadas possuiam foliculos em desenvolvimento, estando
ausentes foliculos maduros. Também foi identificado foliculos atrésicos e corpo luteo bem
definidos (Figura 23a,b,c). A camada folicular mais externa ¢ a teca, caracterizada nos foliculos
observados de Ophiodes cf. fragilis como uma fina camada de células de nucleos achatados.
Ap0s a teca, foi observada uma espessa camada granulosa composta por células de diferentes
tamanhos; as maiores células (piriformes) se diferenciaram por nucleos grandes e claros e
nucléolos evidentes. A terceira camada observada foi a fina ¢ homogénea zona pelucida. O
ooplasma era abundante com o nucleo bem delimitado e cromossomos evidentes em seu
interior. Os foliculos atrésicos se caracterizaram pelo emaranhado de células foliculares
fagociticas, de formato irregular, com células sanguineas no seu interior, originando o coagulo
central, e envolvidas por células tecais e da camada granulosa. Em fase mais avancada, os
foliculos atrésicos apresentaram limen reduzido e aparéncia de células apoptoticas (Figura 24a).

O corpo luteo se caracterizou morfologicamente por um enovelado celular em estagio de
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luteolise, com células luteais hipertrofiadas e nticleos picnoticos; observado em um espécime

coletado no més de novembro (Figura 24b).
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Figura 23: (a, b, c) Microfotografias dos foliculos em desenvolvimento observados nos ovarios
de Ophiodes cf. fragilis coradas com hematoxilina e eosina. T — teca; G — camada granulosa;
ZP — zona pelucida; O — ooplasma; N — nucleo; (*) — destalhe dos cromossomos no interior do

nucleo. Escala: (a) 200x; (b, ¢) 400x.

Figura 24: Microfotografias do foliculo atrésico (a) e corpo luteo (b) observados nos ovarios
de Ophiodes cf. fragilis coradas com hematoxilina e eosina. A — foliculo atrésico; CL — corpo

luteo; F - foliculo. Escala: (a) 200x; (b) 100x.

Os ovidutos apresentaram-se envolvidos externamente por uma escassa camada de
epitélio pavimentoso simples, com regides de diferentes intensidades de pregas (Figura
25a,b,c). Internamente, os ovidutos apresentaram uma mucosa composta por epitélio cilindrico
pseudo-estratificado com células baixas e estereocilios presentes em algumas regides e uma
camada de tecido conjuntivo escasso, porém muito vascularizado, seguida por uma camada
dupla de tecido muscular liso. Foram observadas trés regides distintas no oviduto: infundibulo,
utero e vagina. O infundibulo (Figura 25a) apresentou uma densa, porém escassa, lamina
propria com poucas glandulas presentes e revestida por epitélio ciliado, podendo a mucosa

apresentar por toda a extensdo uma série de pregas. A porcao posterior do infundibulo se difere
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da anterior por apresentar a mucosa disposta em filas de vilosidades e uma camada muscular
mais desenvolvida, sendo intermediaria a por¢ao anterior uterina. O tutero (Figura 25b) foi
caracterizado por uma mucosa composta de epitélio simples (ciliada e aciliada), e 1amina propria
intensamente glandular (com numerosas glandulas tibulo-alveolares — glandulas da casca do
ovo), seguida por uma grossa dupla camada de musculatura lisa e vascularizada. A regido final
do oviduto ¢ a vagina (Figura 25¢), conduz a partir do utero até a cloaca, foi caracterizada por
apresentar epitélio ciliado e mucosa pregueada, com numerosas glandulas napor¢ao anterior,
uma dupla camada muscular bem desenvolvida e delimitada (camada proximaa ldmina propria
composta por musculatura lisa circular, seguida por uma camada de musculatura lisa retilinea)
e lumen estreito. Nao foi observada espermateca em nenhuma das regides dos ovidutos

analisados.
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Figura 25: Microfotografias do oviduto Ophiodes cf. fragilis coradas com hematoxilina e
eosina. (a) Regido do infundibulo, (b) regido uterina e (c) regido vaginal. L — [imen; N —
musculatura lisa; CT — tecido conjuntivo; seta — glandulas da casca do ovo. Escala: (a, b, c)

200x.

Os testiculos se encontravam envolvidos por uma delgada tunica albuginea de tecido
conjuntivo (Figura 26a,b). A retracdo artefatual do intersticio durante o processamento
histolégico dificultou a identificagdo das células de Leydig. Os tubulos seminiferos (TS),
revestidos pelo epitélio seminifero (= epitélio germinativo), eram formados pelas células
germinativas (em sucessivas geracgdes celulares) e células de Sertoli. Nos espécimes analisados,
as células germinativas se organizaram em coortes observando-se: (1) espermatogonias (células
que se apresentaram mais basais, com nticleo basofilico, pouco corados); (2) espermatdcitos
(primarios e secundarios, células menores do que espermatogdnias e arredondadas); (3)
espermatides (células numerosas e/ou afiladas proximas do compartimento luminal); e (4)
espermatozoides (presentes na borda e/ou no compartimento luminal, destacadas pelos flagelos

no lamen) (Figura 26b). Alguns espécimes coletados em marco, agosto, outubro e dezembro
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apresentavam apenas as células germinativas iniciais, com predominio de espécimes apenas
com espermatogdnias (Figura 26a), indicando que os espécimes se encontravam em fase de
regressao testicular. Apesar disto, espécimes coletados em marco e dezembro apresentavam

todas as geracdes de células germinativas, sugerindo a fase testicular de espermiogénese.

coradas com hematoxilina e eosina. (a,c) Atividade nao reprodutiva; (b,d) atividade reprodutiva.

L — limen; Sep — epitélio seminifero; Sg— espermatogonia; Sc — espermatocito; St
—espermatide; S —espermatozoide; Triangulo — coorte; Eep — epitélio epididimario; Bc — células

basais; Pc — células principais. Escala: 400x.

A parede do epididimo apresentou um componente epitelial que repousa sobre a
membrana basal revestida por uma fina camada de musculatura lisa. O epitélio de revestimento,
classificado como pseudo-estratificado, era formado por células altas (principais) e baixas
(basais), estando as células principais com esteriocilios evidentes (principalmente nas porgdes
sem contetido espermatico no lumen), com intersticio rico em tecido conjuntivo e vascularizado
(Figura 26c¢,d). Em um espécime adulto, coletado em outubro, foi possivel observar algumas
células germinativas no limen juntamente com espermatozoides. Alguns espécimes coletados
em mar¢o ¢ dezembro apresentaram a porcao basal do epididimo com o limen repleto de

espermatozoides, porém o mesmo nao foi observado na por¢do apical. Similar ao ducto
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epididimario, o ducto deferente estava revestido por epitélio pseudo-estratificado, com
estereocilios e nucleos basal/central. A maioria dos espécimes coletados em dezembro nao
possuia espermatozoides no lumen deste ducto. Por sua vez, os espécimes coletados em margo
e um espécime coletado em dezembro apresentaram o limen repleto de espermatozoides.

A andlise histologica do rim indicou a auséncia de separagdo evidente entre cortex e
medula, caracterizando o denominado rim serial (Figura 27); entretanto, observou-se a divisao
lobular deste 6rgdo nos espécimes analisados. Os corpusculos renais eram formados pelo
glomérulo e o espaco de Bowman, sendo este caracterizado pelo epitélio pavimentoso simples
e numerosos capilares sanguineos (Figura 27a). Os tubulos contornados proximais (TCP)
apresentaram-se com epitélio ciibico simples e células fortemente acidofilas, com microvilos
em sua borda e limen mais estreito quando comparado aos demais tubulos renais (Figura 27c).
Os tubulos contornados distais (TCD) estavam adjacentes aos tubulos contornados proximais
(TCP) e se apresentaram em menores dimensdes; porém, revestidos por um epitélio cubico
simples, menos acidofilas que o tubulo que o antecede (Figura 27¢). Os tibulos coletores (TC)
se apresentaram como os tubulos nefronicos de maior didmetro; com a parede revestida por
epitélio cubico simples, de células baixas, possivelmente ciliadas, e nucleo central; com as
porcdes celulares medianas/apicais indicando a presenca de secrec¢do (Figura 27a,d).

O segmento sexual renal (SSR) foi observado em machos coletados nos meses de
dezembro e marco (Figura 27a,b); sendo nos espécimes coletados em margo observada a maior
quantidade secretdria, indicando o pico de produ¢do. A maioria dos espécimes de dezembro ndo
apresentavam SSR, e os que apresentavam estavam em inicio de hipertrofia, assim como o
observado nos espécimes de outubro; nos espécimes coletados em agosto e novembro o SSR
estava ausente. Constatou-se o SSR em fémeas adultas coletadas nos meses de margo ¢
novembro (Figura 27c,d), estando ausente nas coletadas em junho, setembro e outubro. Em
algumas fémas adultas coletadas em dezembro foi observado o SSR, enquanto em outras estava
ausente. O SSR se destaca por ser o tibulo com maior didmetro no parénquima renal, sendo o
mesmo revestido por epitélio cilindrico, de células altas e nucleo basal; nas porcdes
mediana/apical foi possivel observar numerosos granulos secretores que, de acordo com o
aumento da atividade secretoria, ocupavam toda a luz do limen. Foram observados em toda a
extensdo do rim, se concentrado em maior quantidade na por¢ao caudal. Os SSRs em machos
com grande porcao secretdria, apresentaram reagdo positiva leve a moderada ao PAS, corados
ao tricromio de Masson e ndo corados ao azul de alcian (Figura 28a,c,e). Os SSRs femininos

nao foram corados por nenhum dos corantes previamente utilizados (Figura 28b,d,f). Quanto a
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porcdo hipertrofiada, hd um forte indicio de que seja a porcdo final do tubulo coletor e por¢ao

inicial do ureter.

Figura 27: Microfotografias dos rins de espécimes machos (a,b) e fémeas (c,d) de Ophiodes cf.

fragilis coradas com hematoxilina e eosina. (a,c) Periodo inicial de hipertrofia e produgdo da
secrecdo do segmento sexual renal; (c,d) periodo de pico de produgdo de secre¢do do segmento
sexual renal. SSK — segmento sexual renal; G — glomérulo renal; C — tiibulo coletor;D — tiibulo

contornado distal; P — tubulo contornado proximal; (*) — granulos secretores do segmento sexual
renal. Escala: (a,c,d) 400x; (b) 100x.
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Figura 28: Microfotografias dos rins de espécimes machos (a,c,e) e fémeas (b,d,f) de Ophiodes

cf. fragilis coradas com acido periddico de Schiff — PAS (a,b), tricrdémio de Masson (c,d) e azul
de Alcian (e,f). SSK — segmento sexual renal; (*) — granulos secretores do segmento sexual
renal. Escala: (a,c,e) 200x; (b,d,f) 400x.

4- DISCUSSAO
O sistema urogenital de Ophiodes cf. fragilis apresentou caracteristicas similares as
anteriormente descritas para outros lagartos (6rgdos do sistema urogenital em pares, com o lado

direito superior ao do lado esquerdo). O que se destaca nesta espécie ¢ a disposi¢ao dos 6rgaos

i
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associada a sua morfologia; uma vez que Ophiodes possue o corpo alongado e afilado
(PIZZATO, 2005) alguns de seus 6rgaos também se alongaram e se estreitaram de maneira a
evitar o estresse das visceras internas durante a locomogao por exemplo (CAMAITI et al.,
2021). Dentre a morfologia externa comumente conhecida para a maioria dos lagartos,
Ophiodes se diferencia por apresentar os rins mais semelhantes morfologicamente aos rins de
serpentes e anfisbenas, sendo alongados e lobulares (VALVERDE et al., 2005; ROCHA-
BARBOSA et al., 2015).

Tanto os espécimes machos quanto as fémeas foram amostrados em maior quantidade
no més de dezembro. No sudeste do Brasil, 0 més de dezembro ¢ a transi¢cdo entre as estacoes
de primavera e verao, periodo chuvoso, com a maioria das espécies apresentando atividade
reprodutiva (gametogénese, procura de parceiro, corte e copula) por oferecer boas condigdes de
desenvolvimento dos ovos e disponibilidade de alimento (SILVA e ARAUJO, 2008), e com
1sso sdo mais frequentemente encontrados neste periodo. O sistema reprodutor em lagartos sofre
variagdes ao longo das estacdes reprodutivas e ndo reprodutivas do ano (FLEMMING, 1994;
GRIBBINS e GIST, 2003; FERREIRA e DOLDER, 2002; FERREIRA et al., 2002; RIBEIRO
et al., 2012), uma vez que este também ¢ controlado por hormoénios (RHEUBERT et al., 2014)
e estariam sujeitos a acdo de diferentes fatores como temperatura, pluviosidade, padrdes de
fotoperiodo e disponibilidade de alimento (MARTINEZ-TORRES et al., 2003; FERREIRA et
al., 2009; RAMIREZ-BAUTISTA et al., 2019). Estudos realizados com diferentes espécies de
Ophiodes sugerem que o ciclo reprodutivo das fémeas seria anual (com atividade reprodutiva
em um periodo especifico do ano) enquanto para os machos seria continuo (com
armazenamento de esperma no ducto deferente até o acasalamento); desta forma, a
gametogénese feminina e masculina aconteceria de forma assincronica, mas o armazenamento
de esperma permitria a ordenacdo entre corte e cOpula na primavera (PIZZATO, 2005;
MONTECHIARO et al., 2011; ORTIZ et al., 2017). O ciclo reprodutivo de Ophiodes cf. fragilis
ndo pode ser definido com certeza visto que nao possuimos espécimes para analise coletados
em todos os meses do ano. Entretanto, pelo padrdo histoldgico observado, ha indicios que o
mesmo seja descontinuo e assincronico; com a gametogénese ocorrendo em épocas diferentes
do ano em machos e fémeas e individuos de uma mesma localidade podendo apresentar fases
diferentes da gametogénese (SILVA et al., 2016; BRAZ et al., 2019).

Greer (1967) descreveu as caracteristicas do embrido de anguideos viviparos como “[...]
grandes ovos ovidricos, cada um cercado por uma membrana fina e transparente [...]”. Tal
membrana ¢ secretada pelas glandulas da casca de ovo, também presentes em lagartos viviparos

(GUILLETTE, 1992). A viviparidade estd associada a mudancas fisioldgicas no trato
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reprodutivo feminino como reducdo da densidade nas glandulas uterinas, aumento da
vascularizagdo uterina e reducao da espessura da casca do ovo (GUILLETTE, 1992; BRAZ et
al., 2018). Ophiodes cf. fragilis é viviparo lecitotrofico (LEITAO, 1973; ROCHA-BARBOSA
et al., 1991; PIZZATO, 2005), apresentando assim um consideravel numero de glandulas da
casca de ovo na regido final do infundibulo e em toda a regido uterina do oviduto, sendo a
estrutura do utero um padrao conservado em répteis Squamata (BRAZ et al., 2018).

O segmento sexual renal (SSR), considerado uma glandula acesséria em Squamata
(JOHNSON et al., 2014), foi caracterizado inicialmente apenas como uma estrutura observada
em espécimes machos adultos, estando ausente em fémeas e machos imaturos (NOVELLI et
al., 2018). Entretanto, em nosso estudo o observamos em fémeas adultas, com menor grau de

hipertrofia quando comparado ao SSR de machos adultos. Tal caracteristica também foi
observada por Del Conte ¢ Tamayo (1973) em fémeas de Cnemidophorus lemniscatus
lemniscatus (Linnaeus, 1758). Assim como observado em Ophisops elegans Ménétries, 1832
(NASSAR et al., 2017), Bothrops cotiara (Gomes, 1913) (BARROS et al., 2017) e Apostolepis
gaboi Rodrigues, 1993 (BRAZ et al., 2019), a hipertrofia do SSR se mostrou associada a
atividade reprodutiva de Ophiodes cf. fragilis. A atividade de ativagdo ou desativacdo da
producdo de secrecao no SSR esta intimamente relacionada a espermatogénese e presenca de
ovulos oviductais (SEVER e HOPKINS, 2005; RHEUBERT et al., 2011; MELO et al., 2019).
Apesar do crescente aumento de estudos de caracterizagdo do SSR em Squamata, ainda

pouco se sabe quanto as suas fungdes em machos (NOVELLI et al., 2018), entretanto pressupde-
se que o0 mesmo evoluiu de forma a melhorar o sucesso reprodutivo masculino, destacando-se
as fun¢des conhecidas de produgdo de feromonios e participagdo na produgdo desecregdes da
ampola e dos ductos deferentes; separacdo do sémen da urina na cloaca; nutricdo de
espermatozoides; reten¢do do sémen na cloaca da fémea; além de promover um tamponamento
da abertura genital da fémea impedindo que copule com outros machos (pluguescopulatérios)
(SEVER et al., 2002; SEVER e HOPKINS, 2005; RHEUBERT et al., 2015; BARROS et al.,
2017; NOVELLI et al., 2018). Para fémeas ainda ndo existem confirmac¢des quanto a sua
funcionalidade. Porém, especula-se que o SSR seja estimulado por baixo nivel deandrégenos
naturais (RHEUBERT et al., 2015) e esteja relacionado a manutencao de espermatozoides na
espermateca, uma vez que a secre¢do do SSR ¢ o principal componente dos€émen masculino
(JOHNSON et al., 2014; MELO et al., 2019). A espermateca ndo foi encontrada nos ovidutos
esquerdos das fémeas analisadas de Ophiodes cf. fragilis. A vista disso,estudos futuros de anélise

dos ovidutos direitos e dos mecanismos fisiologicos € morfologicos
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que estimulam a formacdo da espermateca sdo encorajados a fim de elucidar a funcionalidade
da serecdo do SSR em fémeas de Ophiodes.

Observamos que os granulos secretores do SSR de Ophiodes cf. fragilis foram corados
por PAS e tricromio de Masson, mas nao por azul de alcian. As coloragdes de PAS e azul de
alcian sdo utilizadas para identificacdo de glicoproteinas neutras e proteoglicanas em secregdes
celulares; e o tricromio de Masson para coloragdao de melanocitos, tecido muscular e fibras
colagenas (CAPUTO et al., 2010). As reacdes positiva e negativa da secre¢cdo do segmento
sexual as coloragdes de PAS e azul de Alcian ¢ altamente varidvel entre os estudos ja realizados
com diferentes espécies de Squamata (SEVER e HOPKINS, 2005; SEVER et al., 2012;
RHEUBERT etal.,2011; NOVELLI et al., 2018; MELO et al., 2019). A coloragdo do SSR pelo
tricromio de Masson foi analisada pela primeira vez no presente estudo, e a coloragdo observada
pode ser relacionada a maior atividade do epitélio de revestimento do SSR. A composicao
secretoria do SSR ainda ndo foi completamente elucidada, assim a identificacdo de seus
componentes ¢ interessante de forma a auxiliar na compreensao de suas fungoes.

A atividade reprodutiva pode variar entre populagdes e entre sexo (SILVA e ARAUJO,
2008). E de extrema importancia o estudo da morfologia dos érgios relacionados para
estabelecer as principais caracteristicas reprodutivas de uma espécie, como maturidade sexual,
atividade reprodutiva e especializa¢des morfologicas (GUALDRON-DURAN et al., 2019). A
grande diversidade de estratégias reprodutivas observadas em uma espécie pode estar
relacionada a diferengas na oferta de recurso, o que pode resultar em variagdo reprodutiva
populacional (SILVA e ARAUJO, 2008). Este fato, associado as variagdes ambientais
ocasionadas pela alteracao do habitat (como variagao de temperatura, volume e frequéncia das
chuvas) tornam estudos locais relevantes para a compreensao das particularidades reprodutivas
de uma populacao, contribuindo assim para um maior conhecimento das condi¢des as quais
determinada espécie estd exposta (SHINE e BONNET, 2009; BRAZ et al., 2019).

Poucos estudos reprodutivos sdo atribuidos a espécies de clima tropical, sendo as
espécies de clima temperado mais estudadas (RHEUBERT et al., 2014; MELO et al., 2019).
Este ¢ o primeiro estudo que caracteriza a morfologia reprodutiva de uma espécie de Ophiodes,
um género exclusivamente neotropical. Ao utilizarmos espécimes provenientes de Colegdo
Cientifica conseguimos obter uma amostragem que provavelmente ndo conseguiriamos ter
acesso ao longo de um periodo curto de estudo devido a dificuldade de coletar espécimes in
vivo. Ao género Ophiodes ¢ atribuida ampla distribuicdo geografica, ocupando diferentes
habitats. As espécies que ocorrem no Brasil t€m como principais territdrios dois grandes biomas

brasileiros (Cerrado e Mata Atlantica) e ndo possuem quase nenhuma informacdo quanto a
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fatores biologicos e ecoldgicos, o que influéncia diretamente em seu status de conservagao.
Diante disso, o presente estudo traz dados pioneiros de caracteristicas reprodutivas e
mecanismos relacionados a reprodugdo em Ophiodes cf. fragilis, uma espécie pertencente a um
género com estudos inexistentes quanto a morfologia de 6rgaos associados a reproducao,

contribuindo diretamente para seu conhecimento reprodutivo e conservagao.
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CAPITULO II1*

Primeiro relato de hemiclitéris em fémeas de lagartos do género Ophiodes

Wagler, 1828 (Squamata: Anguidae)

*Aceito para publicacdo na se¢do Notas da revista Cuadernos de Herpetologia.

1- INTRODUCAO

O primeiro estudo relacionado com hemipénis em lagartos foi realizado por Cope
(1896), sendo descritas diferencas morfoldgicas encontradas nessa estrutura. Os hemiclitoris
em fémeas de Squamata foram registrados pela primeira vez por Bohme (1995) sendo
considerada uma estrutura homologa ao hemipénis. A morfologia dessas estruturas tem uma
grande importancia em estudos taxondmicos apresentando caracteres relevantes para o
conhecimento de relagdes filogenéticas (ARNOLD, 1986a,b; VALDECANTOS e LOBO,
2015; QUIPILDOR et al., 2018).

O género Ophiodes (Anguidae) possui espécies de lagartos exclusivamente neotropicais,
distribuidos no Brasil, Bolivia, Paraguai, Argentina, Uruguai (MACEY et al., 1999; UETZ et
al., 2021). Atualmente € composto por seis espécies: Ophiodes fragilis (Raddi,1820); Ophiodes
striatus (Spix, 1825); Ophiodes vertebralis Bocourt, 1881; Ophiodes intermedius Boulenger,
1894; Ophiodes luciae Cacciali & Scott, 2015; e Ophiodes enso Entiauspe-Neto et al., 2017; e
trés morfotipos ainda ndo descritos formalmente: Ophiodes sp. “1”; Ophiodes sp. “2” e
Ophiodes sp. “3” (BORGES-MARTINS, 1998; PIZZATO, 2005;

MONTECHIARO et al., 2011; CACCIALI e SCOTT, 2012, 2015; COSTA ¢ BERNILS, 2018;
OLIVEIRA et al., 2016; ENTIAUSPE-NETO et al., 2017).

Ophiodes cf. fragilis (Raddi, 1820) ¢ popularmente conhecido como cobra-de-vidro,
esta distribuido no Brasil nas regides sudeste, centro-oeste, sul e nordeste do pais (COSTA e
BERNILS, 2018). Devido &s semelhangas morfoldgicas e frequente ocorréncia de simpatria, o
género Ophiodes ¢ um provavel complexo de espécies (BORGES-MARTINS, 1998; BARROS
e TEIXEIRA, 2007). No entanto, estudos de revisao taxondmica e filogenética deste grupo estao
em falta, fazendo com que permanecam com vdrias lacunas no conhecimento de caracteristicas

biologicas e ecologicas sendo necessarios mais estudos dentro desse grupo de lagartos.
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Estudos de morfologia reprodutiva em espécies do género Ophiodes sdo quase
inexistentes. Este fato, relacionado aos impasses taxondmicos, tornam estudos que analisem
estruturas utilizados na taxonomia de extrema importancia. Neste contexto, nosso objetivo foi
descrever morfologicamente o hemiclitéris € o hemipénis em espécimes de Ophiodes cf. fragilis

do sudeste do Brasil.

2- MATERIAL E METODOS

Os hemiclitoris e hemipénis de quatro espécimes de O. cf. fragilis (dois machos e duas
fémeas) foram retirados durante a necropsia para estudo histologico. Os espécimes utilizados
neste estudo pertencem a Colecao Herpetologica do Laboratorio de Répteis da Universidade
Federal de Juiz de Fora (CHUFJF-Répteis) sob os nimeros de depositos: 1108, 1644, 1646 e
1648. De acordo com os registros, os espécimes foram fixados em formaldeido 10%, por no
minimo 24 horas, e estavam acondicionados em alcool etilico 70 %.

Para os estudos do material em microscopia de luz, foram utilizadas as pecas anatdmicas
bilaterais (direita e esquerda) integralmente (sem clivagem), sendo as mesmas desidratadas em
concentracdes crescentes de alcool, diafanizadas em xilol e impregnadas/incluidas em parafina.
Posteriormente, foram feitos cortes seriados de 4um de espessura (TOLOSA et al., 2003). Os
cortes foram corados com hematoxilina-eosina (HE). A analise das laminas e fotodocumentacao
foi realizada em microscopio Olympus BX41 com equipamento fotografico digital Canon

A3100S e ocular micrométrica acoplada.

3- RESULTADOS

Os hemiclitoris observados em O. cf. fragilis se mostraram com estruturas unilobulares,
projetando-se lateralmente na abertura cloacal (Figura 29a,b,c,d). Os sulcus espermaticus foram
identificados na posi¢do centro-lateral dos espécimes analisados. A ornamentacdo foi
semelhante nas porgdes apical e tronco/basal apresentando o mesmo formato (Figura 29b,c):
estruturas pontiagudas delicadas, com os dpices arredondados, que seguiram ao longo de todo
o hemiclitéris, arranjados em diversas camadas.

Os hemipénis eram pareados e bifurcados, cada uma dessas estruturas também se
projetava lateralmente a abertura cloacal (Figura 29¢,f,g,h). Cada hemipénis apresentou o tronco
largo, com o sulcus espermaticus centro-lineal evidente no lado dorsal (por¢do sulcada). A
ornamentacao foi variada no apice, no tronco e na base (Figura 29f): na por¢ao apical dos lobos

observou-se a presenca de linhas verticais circundantes; na por¢ao do tronco até proxima
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a porcao basal constatou-se a existéncia de pequenas estruturas pontiagudas que seguiam ao
longo do hemipénis, em diversas camadas, até a por¢ao basal; e na por¢ao mais basal verificou-

se a inexisténcia de qualquer ornamentagdo evidente, sendo uma estrutura tecidual lisa.
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Figura 29: Hemiclitoris (a,b,c,d) e hemipénis (e.f,g,h) de Ophiodes cf. fragilis. (a,e) Fotografia
do hemiclitéris e hemipénis. (b,f) Figura esquematica do hemiclitoris e hemipénis. (c,d,g,h)
Microfotografias do hemiclitéris e hemipénis. HP: hemipénis; HC: hemiclitoris; (*): artefato
tecidual de eversdo do hemipénis; CT: tecido conjuntivo; RM: musculo retractor do hemipénis

e do hemiclitéris; BC: células sanguineas; Seta: ornamentacao do hemipénis e hemiclitoris.

A analise histoldgica revelou o revestimento externo do hemipénis constituido por uma
delgada camada de tecido epitelial pavimentoso ceratinizado. Subjacente ao revestimento
observou-se uma espessa camada de tecido conjuntivo frouxo superficialmente bem
vascularizada. Na regido mediana central de cada lobo, observou-se uma camada de tecido
muscular liso e o musculo retractor magnus do hemipénis (Figura 29g,h). A andlise histologica
do hemiclitoris apresentou caracteristicas similares as observadas para o hemipénis (Figura
29c¢,d). Contudo, a camada epitelial superficial ceratinizada do hemiclitéris mostrou-se mais

delicada quando comparada a do hemipénis.

4- DISCUSSAO
As caracteristicas hemipeniais do género Ophiodes ja foram anteriormente estudadas.
Borges-Martins (1998) (ndo publicado) analisou e descreveu o hemipénis com tragos comuns
as espécies do género Ophiodes. Nunes et al. (2014) descreveram a morfologia do hemipénis

de Ophiodes fragilis, destacando a auséncia de estruturas Osseas e espinhosas nos espécimes
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analisados. Ambos autores descreveram caracteristicas complementares e similares as
observadas nos espécimes que analisamos. Apesar da auséncia de estudos que destacam o
hemiclitoris em Ophiodes, Borges-Martins (1998) destacou em seu trabalho a possibilidade de
eversao de uma estrutura com caracteristicas similares ao hemipénis, sem ornamentagdes, em
espécimes fémeas analisadas do género.

Assim como o hemipénis, o hemiclitoris é considerada uma sinapomorfia dos Répteis
Squamata (AX, 2003; VALDECANTOS e LOBO, 2015). Estas estruturas podem apresentar
caracteristicas unicas do género ou espécie (CARD e KLUGE, 1995; KOCH et al., 2010;
KLACZKO et al., 2017); além da variacdo morfologica em ornamentacdo, tamanho e forma
entre os sexos (VALDECANTOS e LOBO, 2015; QUIPILDOR et al., 2018). Entre os
Squamata, o estudo de caracteristicas morfologicas do hemipénis estdo mais presentes no grupo
das serpentes (ARNOLD, 1986a), revelando que o mesmo seja mais complexo e diverso quando
comparado ao de lagartos (KLACZKO et al., 2017). Com isso, o uso do hemipénis/hemiclitoris
como carater taxondmico em lagartos deve ser utilizado com cautela uma vez que podem variar
de morfologia (ex.: ornamentacdo e nimero de lobulos) entre os sexos, como observado neste
estudo, ou serem conservados morfologicamente em diversas linhagens (GREDLER et al.,
2014).

Os estudos com hemipénis e hemiclitoris descrevem, principalmente, a variagdo da
morfologia externa (ver KASPEROVICZUS et al., 2011; VALDECANTOS e LOBO, 2015) e
caracterizacdo macroscopica dessas estruturas (QUIPILDOR et al., 2018). Desse modo,
informagdes sobre a composi¢do e organizagdo tecidual sdo praticamente inexistentes. Em
nosso estudo, exploramos a andlise histologica como uma forma de descrever a organizagao
morfologica tecidual interna do hemiclitoris € hemipénis de O. cf. fragilis, destacando a
abundante por¢do de tecido conjuntivo, a musculatura lisa que forma o musculo retractor em
ambas estruturas e a presenga de células sanguineas no espago que, ao ser preenchido com
sangue, promove a eversao do hemipénis e, possivelmente, também do hemiclitéris.

Descrevemos a estrutura morfologica externa do hemiclitéris e destacamos
caracteristicas histologicas do hemipénis e hemiclitoris de Ophiodes cf. fragilis pela primeira
vez na literatura. Observamos que a morfologia externa (composta por ornamentagdes,
tamanho, numero de lobulos-forma) variou entre os sexos; contudo, a morfologia interna
(representada pela andlise tecidual e presenga de musculo retractor) era similar entre as
estruturas analisadas. Ressaltamos a necessidade estudos complementares sobre as
caracteristicas morfologicas do hemipénis/hemiclitoris de espécies de Ophiodes como forma

adicional para elucida¢do taxondmica do género.
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CAPITULO IV

Caracterizacao citogenética e padrao do DNA repetitivo em Ophiodes cf.

fragilis (Raddi, 1820) (Squamata: Anguidae) do sudeste do Brasil

1- INTRODUCAO

Os estudos de citogenética com Répteis se concentravam, inicialmente, em definigdes
de cariotipos das espécies. Com os passar dos anos, os estudos cariotipicos foram diminuindo
em nimero, mas comegaram a se destacar pelas novas andlises e metodologias aplicadas
(PECCININI-SEALE, 1981). Os estudos de caridtipo tém inimeras aplicabilidades como na
sistematica, taxonomia e evolu¢ao (PAULL et al., 1976; PECCININI-SEALE, 1981; MACEY
et al.,, 1999; CASTIGLIA et al., 2010), definicdo de sistemas de determinagdo sexual
(CHEVALIER et al., 1979; EZAZ et al. 2009; TELEMECO, 2015; NIELSEN et al., 2018) e
variabilidade especifica e populacional (BEZY et al., 1977; HALL, 2009; MEZZASALMA et
al., 2013; CASTIGLIA et al., 2013). Os caridtipos deste grupo sdo compostos tanto por
Macrocromossomos € Mmicrocromossomos como por cromossomos de tamanhos distintos
(podendo ou ndo existir redugao de tamanho), sendo semelhantes em estrutura e comportamento
durante a divisdo celular; e variando em niimero e formato de acordo com o grupo taxonémico
(espécie, género e até familia) (WEBSTER et al., 1972; CAPUTO et al., 1994; ORGAN et al.,
2008; GIOVANNOTTI et al., 2009).

Globalmente sdo conhecidas quase 7.000 espécies (UETZ et al., 2021) de lagartos,
destas pouco mais de 270 ocorrem no Brasil pertencentes as mais diferentes familias (COSTA
e BERNILS, 2018), dentre elas a familia Anguidae. Anguidae possui representantes emdiversos
continentes, ocupando diferentes habitats e apresentando distintas adaptacdes relacionadas a
eles (MACEY etal., 1999; PYRON et al., 2013; ENTIAUSPE-NETO et al., 2017; UETZ et al.,
2021). Apesar de sua ampla distribuicao geografica e variedade bioldgica (como por exemplo
espécies com/sem membros, oviparas e viviparas) poucos estudos citogenéticos podem ser
encontrados com espécies desta familia, principalmente espécies tropicais, se destacando
estudos com espécies da Europa e América do Norte (BURY et al., 1969; BEZY et al., 1977;
MACEY et al., 1999; CASTIGLIA et al., 2010; MEZZASALMA etal., 2013; TELEMECO,
2015).

Entre os anguideos que ocorrem a América do Sul se destacam os lagartos endémicos

do género Ophiodes (MACEY et al., 1999). Das sete espécies conhecidas, quatro podem ser
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encontradas no Brasil — Ophiodes fragilis (Raddi, 1820); Ophiodes yacupoi Gallardo, 1966;
Ophiodes striatus (Spix, 1825) e Ophiodes enso Entiauspe-Neto et al., 2017 — além de trés
espécies candidatas — Ophiodes sp. “1”; Ophiodes sp. “2” e Ophiodes sp. “3” — ainda ndo
formalmente descritas (BORGES-MARTINS, 1998; CACCIALI e SCOTT, 2012, 2015;
ENTIAUSPE-NETO et al., 2017). Embora apresente ampla distribuicao geogratica (BORGES-
MARTINS, 1998) e poucas espécies, o cariotipo foi estudado apenas em duas espécies por
Becak et al. (1972), Hernando (2002) e Hernando e Alvarez (2005). Ambas apresentaram
cariotipo 2n = 36 (12 macrocromossomos € 24 microcromossomos), com os pares de
macrocromossomos 1, 3, 4 e 5 metacéntricos e os pares 2 ¢ 6 submetacéntricos € com
heteromorfismo do cromossomo sexual ausente (BECAK et al., 1972; HERNANDO, 2002;
HERNANDO e ALVAREZ, 2005).

Considerando as semelhangas morfologicas e frequente ocorréncia de simpatia em
espécies do género Ophiodes (BORGES-MARTINS, 1998; CACCIALI e SCOTT, 2015),
somada a aplicabilidade de estudos de descri¢do e caracterizagdo cariotipica para distingao de
espécies observado a caréncia de estudos citogenéticos com as espécies de anguideos
neotropicais, nossos objetivos foram: (1) caracterizar o caridtipo de Ophiodes cf. fragilis
utilizando técnicas de citogenética tradicionais e molecular, (2) analisar comparativamente os
cariotipos ja descrito para espécies congéneres e de outras espécies de Anguidae e (3) propor o

possivel nimero cromossdmico ancestral em Anguidae.

2- MATERIAL E METODOS

2.1- Espécimes analisados

Foram analisados dois espécimes machos adultos de Ophiodes cf. fragilis coletados no
municipio de Juiz de Fora no ano de 2018. Os espécimes aqui analisados apresentaram
caracteristicas morfologicas e distribuicao geografica atribuidas a espécie candidata Ophiodes
sp. 2 (BORGES-MARTINS, 1998). Entretanto, por esta ndo estar formalmente descrita até a
presente data e os espécimes possuirem caracteristicas morfoldgicas mais proxima a Ophiodes
fragilis (dentre as espécies formalmente descritas), optamos por denomina-los como Ophiodes
cf. fragilis. A coleta e manipulagdo seguiram as determinacdes validas nas autorizagdes do
SISBIO n° 59680/3 ¢ no Comité de Etica Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora
protocolo 040/2017. Os espécimes coletados no municipio de Juiz de Fora também foram
registrados no Centro de Triagem de Animais Silvestres de Juiz de Fora (CETAS — JF) com os

termos de responsabilidade de numero 014/18 UT-JF e 035/18 UT-JF. Os mesmos foram
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eutanasiados, fixados e depositados na Cole¢do de Herpetoldgica do Laboratério de Répteis da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) (nimeros de depositos: 2115 e 2116). Suspensdes
celulares foram preparadas e depositadas no Laboratorio de Sistematica Molecular (Beagle) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV) sob os nimeros de depdsito 5999 e 6000. Por¢des do
coracdo e figado foram retiradas para Cole¢ao de Material Genético e foram depositadas na
Colecdo de Tecidos do Laboratério de Répteis da UFJF e do Laboratorio de Sistematica
Molecular (Beagle) da UFV.

2.2- Preparacdo da suspensdo celular

A preparacdo cromossOmica para analise foi obtida a partir de suspensao celular do
estomago/intestino, utilizando o protocolo adaptado de Schmid (1978). Os espécimes foram
alimentados 24 horas antes da eutandsia para estimula¢do de atividade celular nos orgaos
anteriormente referidos. Para obten¢ao de células em metafase, 8 horas antes da eutanasia foi
injetada intraperitonealmente solucdo de colchicina a 0,1%, na propor¢ao aproximada de 0,1
ml/10 g de peso do animal. Apos este periodo, os espécimes foram eutanasiados através da
injecdo intraperitoneal de 0,01 ml/mg de Hypnol a fim de induzir a anestesia e 60 mg/kg de
pentobarbital (dose letal) conforme autorizado pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria
(CFMV), Conselho Federal de Biologia (CFBio) e o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). Durante a necropsia, a por¢ao final do estomago e inicial
do intestino delgado foram separadas e adicionado citrato de s6dio 0,9%, seguida pela raspagem
para obtengdo da suspensdo celular. A suspensao celular obtida foi fixada em metanol : 4cido

acético (3:1) para posterior preparagao das laminas.

2.3- Andlises citogenéticas tradicionais

As laminas foram preparadas pela técnica de spash e coradas com Giemsa 5% diluido
em um tampao de fosfato de sodio (pH 6.8), para identificagao dos cromossomos metafasicos.
As regides organizadoras de nucléolo (NOR) foram evidenciadas pela técnica de impregnacao
de prata adaptada de Howell e Black (1980). Para a detec¢do de heterocromatina foi utilizada a
técnica de bandeamento C proposta por Sumner (1972), com adaptacdes. As metafases foram
fotogratadas com auxilio do fotomicroscopio Olympus BX53 e no Software CellSens
Dimensions. Os cromossomos homologos foram pareados utilizando o software Photoshop CC,

medidos com auxilio do Software Image Pro Plus®, classificados seguindo Green e Sessions
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(1991) em metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos e telocéntricos e organizados em

ordem decrescente de tamanho.

2.4- Andlise citogenética molecular

As sondas de oligonucleotideos com sequéncias repetitivas CAs), GAus), GAGo) e
TTAGGG) foram marcadas diretamente com Cy3 (Sigma (St. Louis, MO, USA)). O
mapeamento cromossomico foi realizado pela técnica de Hibridacao in situ Fluorescente (FISH)
segundo Pinkel et al. (1986), com as seguintes modificagdes: 0s cromossomos metafasicos
foram desidratados em série alcoodlica (70%, 90% e 100%) por 5 min em cada concentracao;
aquecidos por 1 h a 75 °C e acondicionados por 3 min em solug@o pepsina (500ul) + RNAse
(100 pl) + acido cloridrico (HCI). Depois de descartada a solug@o anterior, 0S cromossomos
metafasicos foram lavados com PBS 1x por 5 min; posteriormente foi adicionado100 pl de
paraformaldeido 1% nas lamias e as mesmas foram cobertas com laminulas por 10 min. Apos
este periodo, as laminulas foram descartadas e lavadas com PBS 1x por 5 min em shaker; em
seguida, as laminas foram desidratadas em nova série alcodlica (70%, 90% e 100%)por 2 min
em cada concentragdo e colocadas para secagem ao ar. Quando constatado que as mesmas
estavam secas, foi adicionado 100 pl de formamida 70%, cobertas com laminulas e mantidas
em placa aquecedora a 75 °C por 3 min; novamente desidratadas em série alcodlica (70% -
gelado -, 90% e 100%) por 2 min em cada concentra¢do, colocadas para secagem ao are,
posteriormente, adicionado 30 pl de Hybmix + sonda em cada lamina, cobertas com laminula(as
quais foram mantidas em camera umida, a 37 °C, overnight). No dia seguinte, as laminulas
foram retiradas e lavadas em 100 ml de 1xSSC (por 1 h, em banho maria a 65 °C), 4xSC Tween
(por 5 min, em shaker), PBS 1x (agitada a mao); desidratadas em série alcoolica (70%, 90% e
100%) e mantidas até a secagem completa ao ar. Ao final, os cromossomos foram contrastados
com DAPI (DAPI Fluorshield, Sigma Aldrich) e acondicionadas em caixa escura resfriada até
a analise. Em todas as analises, foram utilizadas no minimo 10 metafases por espécime. As
imagens das metafases foram obtidas em microscopio Olympus BX53, com camera DP73F

Olympus, utilizando-se o software CellSens Imaging.

2.5- Reconstrucdo do numero cromossomico ancestral:
A reconstrugdo do niimero cromossdmico ancestral foi feita no Software Mesquite
versao 3.61. Utilizamos como base para nossa reconstrucao a proposta filogenética para répteis

Squamata de Pyron (2017). Nesta proposta, Anguidae ¢ representada por espécies das trés
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subfamilias (Diploglossinae, Gherrhonotinae e Anguinae). Optamos por utilizar os dados de
Anniellidae como grupo externo e irmao de Anguidae. As espécies € seus respectivos nimeros
cromossdmicos sao descritos na Tabela 1. A reconstrucao foi feita através de uma Analise de
Parcimonia. Os nimeros cromossomicos foram classificados em cinco grupos: 2n = 22 (grupo

1), 2n =36 (grupo 2), 2n = 38 (grupo 3), 2n =48 (grupo 4) e 2n = 44 (grupo 5).

3- RESULTADOS

Os espécimes analisados de Ophiodes cf. fragilis apresentaram o numero diploide de 36
(2n =36) sendo 12 macrocromossomos € 24 microcromossomos. Entre 0os macrocromossomos
os pares 1, 3, 4 e 5 eram metacéntricos € os pares 2 ¢ 6 submetacéntricos (Figura 30A). Nos
microcromossomos nao foi possivel identificar com exatiddo a morfologia. O numero
fundamental (NF) foi de 48. O heteromorfismo do cromossomo sexual evidente estd ausente
nos machos analisados. Ambos os espécimes sinalizaram positivamente para heterocromatina
na regido pericentrométrica de todos 0os macrocromossomos e nos microcromossomos (Figura
30B). A regido organizadora de nucléolo (NOR) foi sinalizada na regido terminal do braco longo
do par de cromossomo 1 em ambos espécimes (Figura 30C), com a maioria das metafases
analisadas apresentando apenas um dos cromossomos do par com NOR ativa. Entre as sondas
de DNA repetitivo analisadas, foi observado sinal evidente na GAGgio), marcando na regiao
terminal dos macrocromossomos e em todos os microcromossomos (Figura 30D).

A reconstrugdo do nimero cromossomico ancestral, pela analise de Parcimonia, indicou
que o 2n = 36 seria o mais ancestral em Anguidae e Anniellidae, com os demais numeros
cromossomicos sendo derivados deste (Figura 31). Nossa analise sugere que o 2n = 36 estaria
presente em espécies das trés subfamilias de Anguidae. Sendo este um provavel nimero

cromossomico padrao para Diploglossinae.
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Figura 30: Cariotipo dos espécimes de Ophiodes cf. fragilis analisados. (A) Giemsa; (B)
Bandeamento-C; (C) Regido organizadora de nucléolo ativa no cromossomo 1 do par 1; e (D)
Hibridizacao Fluorescente in situ (FISH), sequéncia de nucleotideo GAGqo. A barra

corresponde em (A)a 10 umeem (B, CeD)a 5 um.
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Figura 31: Reconstru¢do do nimero cromossdmico (2n) ancestral por Parcimdnia de Anguidae,

baseada na proposta filogenética de Pyron (2017). Legenda: Azul — grupo 1, 2n =
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22; Verde — grupo 2, 2n = 36; Amarelo — grupo 3, 2n = 38; Vermelho — grupo 4, 2n = 48; Preto
—grupo 5, 2n =44,

4- DISCUSSAO

Ophiodes cf. fragilis foi a terceira espécie estudada, do ponto de vista citogenético, do
género Ophiodes. Nossos dados corroboram os padrdes obtidos em estudos anteriores para O.
striatus ¢ O. intermedius (BECAK et al., 1972; HERNANDO, 2002; HERNANDO e
ALVAREZ, 2005). As duas espécies analisadas apresentaram 2n = 36, com o caridtipo
constituido por 12 macrocromossomos (Mc) e 24 microcromossomos (mc), sendo a morfologia
dos macrocromossomos metacéntrica e submetacéntrica (Tabela 1). Este fato evidencia a
possibilidade de o caridtipo descrito acima ser estavel € comum para as espécies do género,
podendo ser um dos elementos que influenciaram a similaridade morfolégica externa (COLUS
e FERRARI, 1988) observada entre as espécies de Ophiodes.

Conhecer os sitios de marcagcdo da regido organizadora de nucléolo (NOR) e da
heterocromatina constitutiva sdo importantes para caracterizacao de espécies e a compreensao
da evolugdo cariotipica em grupos especificos (LOPES et al., 2020; SILVA et al., 2020). A
marcacdo da NOR e a distribuicao de heterocromatina constitutiva foram analisados por
Mezzalma et al. (2013) em Anguis veronensis Pollini, 1818, sendo observada a NOR em trés
pares de microcromossomos € a heterocromatina distribuida nas regides pericéntroméricas de
todos 0s macrocromossomos € nos mesmos trés pares de microcromossomos da NOR; no
entanto, os autores ndo especificaram quais seriam esses pares. Para Ophiodes cf. fragilis foi
observada a marca¢do de NOR no primeiro par de macrocromossomos, com a predominancia
de apenas um dos cromossomos do par com NOR ativa, e a distribuicdo de heterocromatina em
todos 0s macros e microcromossomos. Entretanto, este € o primeiro estudo para Ophiodes que
utiliza as técnicas de localizagao da NOR e da heterocromatina, sendo sao raros estudos com as
referidas técnicas também para Anguidae (Tabela 1); por conseguinte, dificulta andlises de
evolucdo cromossdmica comparada no grupo (GUERRA e SOUZA, 2002).

Estudos de caracterizagdo do caridtipo em lagartos sdo escassos, principalmente
utilizando técnicas citogenéticas moleculares. Este é o primeiro estudo que combina
informagoes de citogenética classica e citogenética molecular para uma espécie de Anguidae.
Técnicas de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) se mostram eficientes para diversas
finalidades como andlise de danos nos cromossomos, mapeamento genético, gendOmica

comparativa e biologia evolutiva (NEVES e GUEDES, 2012). Para lagartos, o FISH tem sido
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empregado atualmente na marcacdo de sequencias de nucleotideos especificos (ver SIDHOM
et al., 2020; SILVA et al., 2020), como o presente estudo. Das sondas analisadas, apenas em
GAG(10) foi observado com clareza o sitio de marcacdo (regido terminal) em todos os
cromossomos. Estas analises podem ser utilizadas como parametros para estudos de caridtipo
de outras espécies de Ophiodes, além de servir como base para estudos comparativos com outras
espécies de Diploglossinae e Anguidae.

O numero diploide 2n = 36 foi observado por Bury et al. (1969) ao estudar os
cromossomos de Celestus costatus (= Diploglossus costatus) (Cope, 1962), sendo esta espécie
pertencente a mesma subfamilia de Ophiodes (Diploglossinae). Como nas espécies de
Ophiodes, C. costatus apresentou cariotipo composto por 12 Mc e 24 mc, se distinguindo pela
morfologia predominantemente metacéntrica dos macrocromossomos (BURY et al., 1969)
(Tabela 1). Em Squamata, 2n = 36 ¢ apontado como o nimero cromossomico diploide ancestral,
ocorrendo em diferentes familias de lagartos como Iguanidae, Chamaeleontidae,
Phrynosomatidae, Lacertidae, Agamidae e Teiidae, além de Anguidae (CHEVALIER et al.,
1979; CAPULA et al., 1989; HALL, 2009; SILVA et al., 2020). Nossa reconstrucao utilizando
o numero diploide de espécies de Anguidae sugere que o 2n = 36 seja 0 nimero cromossdmico
ancestral da familia, e padrdo para Diploglossinae, sendo os demais niimeros diploides
irradiados deste (Figura 31). A constituicdo de 12 Mc e 24 mc ¢ considerada o caridtipo padrao
e estavel, podendo ser encontrada em diferentes familias de lagartos, estando estas
filogeneticamente relacionadas ou nao (PAULL et al., 1976).

O caridtipo de Anguidae apresenta grande variabilidade (2n = 30-48) (POKORNA et
al., 2012), como pode ser observado na Tabela 1. Anniellidae foi anteriormente considerada
uma subfamilia de Anguidae (MARCEY et al., 1999; UETZ et al., 2021); entretanto, optamos
por adotar a classificagdo proposta por Pyron et al. (2013) e Pyron (2017) as quais elevam
Anniellidae a classificagdo taxonomica de familia, sendo esta proxima filogeneticamente a
Anguidae, tornando as informagdes cariotipicas relevantes para entendimento do grupo. Os
cariotipos de Anguidae e Anniellidae sdo constituidos por macro e microcromossomos e
apresentam como possivel nimero cromossdmico ancestral o 2n = 36. O nimero de
microcromossomos em Anguidae ¢ alto, variando de 24 a 26, sendo a exce¢ao observada em
Mesaspis monticola (= Gerrhonotus monticolus) (Cope, 1878) com 10 mc (BURY etal., 1969).
Diploglossinae e Elgaria coeruleus (= Gerrhonotus coeruleus) (Wiegmann, 1828) apresentam
o menor numero de macrocromossomos (12 Mc) (BURY et al., 1969; BECAK et al., 1972;
HERNANDO e ALVAREZ, 2005). O numero de macrocromossomos de Anniellidae ¢ similar

ao encontrado nas espécies estudadas de Anguinae e algumas espécies de Gerrhonotinae; por
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outro lado, possui menos microcromossomos do que a maioria das espécies de Anguidae, com
uma das espécies estudadas exibindo um niimero bastante reduzido (4 € 6 mc, Anniella pulchra
Gray, 1852) (BEZZY et al., 1977) (Tabela 1). Um cariétipo com poucos microcromossomos €
considerado mais derivado quando comparado a um cariotipo com muitos (CHEVALIER et al.,
1979); desta forma, o caridtipo de Anniellidae poderia ser interpretado como mais derivado
relativo ao de Anguidae. Por outro lado, um caridtipo com muitos cromossomos acrocéntricos
seria plesiomorfico a um caridtipo com muitos metacéntricos (CHEVALIER et al., 1979); deste
modo, o cariotipo de Diploglossinae seria mais recente quando comparado a Gerrhonotinae, por
exemplo. Entretanto, estudos moleculares e de datagdo de origem das espécies, em ambas as
familias, estdo em falta sendo um dos fatores resultantes da inexisténcia de informagdes quanto
a origem e diversificagdo cariotipica e suas relagdes em Anguidae e Anniellidae.

Existem poucos estudos cariotipicos com as espécies de Anguidae (Tabela 1); e, se
restrito para Diploglossinae e neotropicais, esses dados se tornam ainda mais deficientes
(BURY et al., 1969). Este trabalho apresenta pela primeira vez a caracterizagao cariotipica de
uma espécie do género Ophiodes com o uso de técnicas de citogenética classica e molecular. O
caridtipo de Ophiodes cf. fragilis observado ¢ similar ao anteriormente descrito para outras
espécies do género; contudo, a escassez de estudos com técnicas de analises de cromossomos
classicas e moleculares, impossibilitam discussdes em niveis taxonomicos. Nossos dados
sugerem que o nimero cromossdmico ancestral em Anguidae e Anniellidae seja 2n = 36, assim
como pressuposto para Squamata. Embora Anguidae seja caracterizada como uma familia com
heteromorfia dos cromossomos sexuais ausentes (EZAZ et al., 2009), ressalta-se a necessidade
de andlise de espécimes fémeas para a confirmacao desse padrao em Ophiodes. O sistema sexual
nesta espécie ainda nao foi determinado. Entretanto, técnicas recentes como o uso de sequencias
de DNA restritas associadas a sitios (restriction site-associated DNA sequencing — RADseq)
que utilizam marcadores RAD especificos para o sexo masculino ou feminino (NIELSEN et al.,
2018) mostram-se vidveis para a determinacdo do sistema sexual em espécies sem
heteromorfismo dos cromossomos sexuais. Estudos complementares com uso de diferentes
marcadores, com espécimes de outras regides e com outras espécies de Ophiodes, além de
estudos cariotipicos com espécies de outros géneros de Anguidae, sdo promissores para

elucidacao de possiveis diferenciagdes cariotipica no género e evolugao caridtipica no grupo.



Tabela 1: Estudos citogenéticos com espécies de Anguidae e Anniellidae disponiveis na literatura.
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Espécie 2n* NF Morfologia** Sexo SS NOR Bandeamento-C Referéncia
Anguidae
Anguinae
. 44 ) : Pericentromérica de
Anguis o0 Mee24me) - LA 665 m; 2,3, M/F Ausente 3 pares de MEZZASALMA
veronensis 9a todos 0s Mc e 3 pares de L 2013)
o 44 ,de5m;2,3e6-  _ ) me me (mesmos NOR) ctal
Anguis fragilis (20 Mo e 24 me) 10 a
Gerrhonotinae
Elgari
multifzzzata 8 48 I-11a - : - -
(22 Mc e 26 mc)
Elgaria 4\ 4626 ) 46 I m; 2-10 - - - -
paucicarinata cesbme m, ~-1va BURY et al.
: 38 (1969)
Elgaria 15 \ie 26 me) 48 1-5m; 6a : : : -
coerulea
. 30 )
Mesqspls (20 Mc e 10 me) 34 1,2e 10 m; 3-9 } . } .
monticola a/sba
Gerrhonotus 38 M - - - CASTIGLIA et
cf. liocephalus (14Mce 24 me) - ) al. (2010)
Diploglossinae
BURY et al.
Celestus 36 48 1-6 m - - - - e
costatus (12 Mc e 24 mc) (1969)



Ophiodes
striatus

Ophiodes
intermedius

Ophiodes cf.
fragilis

Anniellidae

Anniella
geronimensis

Anniella
pulchra

36 1;3;4e5m;2e6
(12Mce24me) sbm

36 ) 1;3;4e5m;2¢e6
(12 Mc e 24 mc) sbm

36 48 1;3;4e5m;2¢e6
(12 Mc e 24 mc) sbm

1,2 e 6 m/sbm; 3-5¢

36 - 7-10 a/sba

(20 Mc e 16 mc)

1;3¢e10sbm;2
22 a/sba; 4 e 7 m/sbm; 5
(16 Mc e 6 mc) ebsbha;8,9¢ella

1;3 e 10 sbm; 2
a/sba; 4 e 7m/sbm; 6
sba; 5;8¢e9a

20
(16 Mc e 4 mc)

M/F

M/F

M/F

M/F

M/F
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BECAK et al.
(1972)
HERNANDO ¢
- ALVAREZ
(2005)
Pericentromérica de

Presente Estudo
todos 0s Mc e mc

BEZZY etal.
(1977)

*2n = numero diploide; (Mc) macrocromossomos; (mc) microcromossomos. **0 termo “acrocéntrico” foi padronizado na tabela, sendo utilizado inclusive nas
descri¢des nas quais os autores relataram como telocéntricos. (m) metacéntrico; (sbm) submetacéntrico; (a) acrocéntrico; (sba) subacrocéntrico. (M) macho; (F)
fémea; (NF) nimero fundamental; (SS) sistema sexual; (NOR) regido organizadora de nucléolo. (-) Nao informado/especificado no artigo base.
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CAPITULO V

Locomoc¢ao e adaptacdes morfologicas na cobra-de-vidro Ophiodes cf.

fragilis (Raddi, 1820) (Squamata: Anguidae)

1- INTRODUCAO

Os vertebrados terrestres sem membros tradicionalmente intrigam o ser humano
(GANS, 1962; BARROS-FILHO et al., 2008; HOHL et al., 2014, 2017), particularmente pela
sua morfologia, levantando questdes quanto a sua locomogao. Os animais sem membros podem
se mover utilizando métodos distintos (GANS e GASC, 1990); sendo conhecidos cincométodos
de locomogao em vertebrados terrestres sem membros: serpentina (= ondulacdo lateral ou
locomocgdo em “S”, todo o corpo se move simultaneamente passando sobre 0 mesmo ponto);
retilinea (deslocamento em linha reta), concertina (por¢ao posterior do corpo fixada e porcao
anterior ¢ estendida, com modificacdo da distancia corpo-cauda), movimento lateral (= por alcas
laterais ou movimento em “J”, flexdo lateral para o lado que ¢ propagado posteriormenteem
todo corpo) e a locomogao em lago (= lasso locomotion, observado em serpente arboricolana
qual a por¢do anterior do corpo estava posicionada em linha reta para cima e a por¢ao posterior
circundando o objeto a ser escalado) (ROCHA-BARBOSA et al., 2015; JAYNE, 2020;
SAVIDGE et al., 2021). Algumas espécies podem se locomover utilizando mais de um tipo de
movimento, inclusive ao mesmo tempo (GANS, 1962; GANS e GASC, 1990).

A locomogao em cada linhagem de vertebrados estd relacionada com a organizacao
estrutural do organismo e principalmente com uma associacdo entre estabilidade,
manobrabilidade, capacidade energética e resisténcia (ROCHA- BARBOSA et al., 2015). A
forma que um animal se locomove estd diretamente relacionada com fatores bioldgicos e
ecoldgicos especificos. A capacidade locomotora esta diretamente associada a ecologia dos
animais ja que a mesma estd relacionada as partes do habitat acessiveis (IRSCHICK e
GARLAND, 2001); podendo ser diretamente influenciada por fatores como o tamanho e
formato corporal, propor¢ao dos membros, patas e dedos, além de condi¢des ambientais como
temperatura, substrato, inclinagdo e didmetro dos apoios (ROCHA-BARBOSA et al., 2015).

Em répteis, a auséncia ou redu¢do de membros evoluiu de maneira independente nos
grupos e, na maioria dos casos, estd associada a animais escavadores ou que se movem pela

grama (PIANKA e VITT, 2003; CAMAITI et al., 2021). Um dos grandes enigmas
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ecomorfologicos ¢ identificar o quanto uma caracteristica morfoldgica determina o desempenho
de um individuo, como forrageamento (procura de alimento), predacao (fuga de predadores) e
reproducao (corte e copula) (SATHE e HUSAK, 2015). Para analisar uma caracteristica
morfologica ¢ essencial conhecer como esta funciona (LOSOS, 1990) e como influencia no
desempenho ambiental do animal.

Gans (1962) destacou a necessidade de estudos de locomoc¢do com vertebrados sem
membros. Grande parte desses estudos, quando se trata de répteis, foram realizados com
serpentes e anfisbenas (GANS, 1962). A locomogao em lagartos apodos foi descrita em duas
espécies: Pseudopus apodus (Pallas, 1775) e Anguis fragilis Linnaeus, 1758, ambos da familia
Anguidae (GANS e GASC, 1990; GASC e GANS, 1990). Para o anguideo do género Ophiodes,
Rocha-Barbosa et al. (1991) descreveram movimentos relacionados a parturicio de um
espécime fémea em cativeiro. Diante da diversidade de espécies de lagartos apodos existentes,
considerando os diferentes habitats que ocupam, ainda permanece a lacuna sobre a forma e
morfologia funcional da locomog¢ao nestes animais.

O género Ophiodes ¢ composto por lagartos com o formato do corpo serpentiforme, com
membros anteriores ausentes € membros posteriores rudimentares (também denominados
vestigiais), sendo conhecidos popularmente como cobras-de-vidro, lagartos-de-vidro ou
quebra-quebra (BORGES-MARTINS, 1998; PIZZATO, 2005; OLIVEIRA et al., 2016). Este
género ¢ exclusivamente neotropical e pode ser encontrado na Argentina, Paraguai, Uruguai e
Brasil (UETZ et al., 2021). Diversos aspectos bioldgicos e ecoldgicos de Ophiodes ainda nao
foram elucidados. Este fato estd relacionado principalmente a dificil captura e coleta de
espécimes devido aos diferentes fatores, como por exemplo o habito de vida
criptozoico/semifossorial (VITT e CALDWELL, 2014). A raridade de estudos com espécies do
género também ¢ refletida na falta de andlises taxonomicas, fazendo com que alguns
pesquisadores acreditem que Ophiodes compreenda mais espécies do que as ja descritas
(BORGES-MARTINS, 1998; CACCIALI e SCOTT, 2015). Os espécimes analisados no
presente estudo possuem caracteristicas atribuidas a espécie candidata Ophiodes sp. 2
(BORGES-MARTINS, 1998). Por ainda ndo ter sido descrita oficialmente e os espécimes deste
estudo apresentarem caracteristicas morfologicas mais proximas a Ophiodes fragilis, optamos
por nomea-los como Ophiodes cf. fragilis.

Tendo em vista a importancia de se conhecer os métodos de locomogao e as estruturas
relacionadas a este comportamento somado a necessidade de estudos sobre locomoc¢ao em

lagartos sem membros, objetivamos investigar o modo de locomogao em Ophiodes cf. fragilis
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analisando: (1) os tipos de locomocao apresentados; (2) a possivel utilidade dos membros

posteriores para locomogao; e (3) caracteristicas morfologicas associadas a sua locomogao.

2- MATERIAL E METODOS

2.1- Espécimes Analisados

Ao total, dez espécimes adultos de Ophiodes cf. fragilis foram utilizados no presente
estudo; sendo dois espécimes (ambos adultos, sem autotomia aparente) utilizados para analise
do comportamento locomotor, trés espécimes (dois adultos e um juvenil) para andlise de
diafanizagdo e cinco espécimes (adultos, totalizando dez membros posteriores) para a analise
histologica (Tabela 2). O fato dos espécimes estudados serem de sexo diferente ndo interferiu
nas andlises realizadas uma vez que nao objetivamos investigar o efeito sexual na locomogao e
na sua morfologia associada. A coleta e manipulacdo seguiram as determinagdes validas nas
autorizagdes do SISBIO n° 59680/3 e no Comité de Etica Animal da Universidade Federal de
Juiz de Fora protocolo 040/2017.

Os espécimes processados segundo os métodos de diafanizagdo e histologia pertencem
a Colegao Herpetoldgia da Universidade Federal de Juiz de Fora — Répteis (CHUFJF - Répteis).
Para a técnica de diafanizacdo, os espécimes de interesse foram necropsiados e as visceras
foram removidas. Ja para a analise histologica, apenas a pega de interesse foi seccionada.

Os espécimes utilizados para a analise de comportamento locomotor foram eutanasiados
apos os experimentos seguindo a Gomides et al. (2013). Todos os espécimes utilizados neste
estudo estdo depositados na CHUFJF-Répteis com os numeros de depdsito: 205, 1423, 1473,
1643, 1646, 1649, 1650, 1731, 1866 ¢ 1867. A biometria dos espécimes foi realizada utilizando
uma fita métrica e um paquimetro digital de precisdo, uma vez que sao fixados de forma padrao
para espécimes com corpo serpentiforme — “enrolados”; devido a ocorréncia de autotomia
caudal em alguns espécimes analisados, foi aferido apenas o comprimento rostro-cloacal (SVL)

(Tabela 2).

Tabela 2: Espécimes de Ophiodes cf. fragilis analisados com suas respectivas biometrias,

identificacao sexual e localidades em que foram coletados.

Numero de Depdsito
(CHUFJF-Répteis)*
205 Histologia 143,37 Fémea

Analise SVL (mm)** Sexo
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1423 Diafanizagao 63,19 Macho (juvenil)
1473 Histologia 144,13 Fémea
1643 Histologia 129,47 Macho
1646 Histologia 127,01 Fémea
1649 Histologia 140,25 Fémea
1650 Diafanizagao 114,61 Macho
1731 Diafanizacao 147,14 Macho
1866 Locomogao 153,58 Macho
1867 Locomocgao 134,28 Macho

*CHUFJF-Répteis = Colecao Herpetologica da Universidade Federal de Juiz de Fora — Répteis. **SVL
= comprimento rostro-cloacal.

2.2- Comportamento Locomotor

Para investigar o comportamento locomotor, os dois espécimes adultos de Ophiodes cf.
fragilis foram testados em quatro superficies diferentes (adaptadas de GANS e GASC, 1990 e
GASC e GANS, 1990): areia (graos pequenos e leves), lixa (superficie aspera), placa de vidro
(superficie lisa) e madeira lisa com pregos (derivagdo); com o objetivo de analisar como os
espécimes movimentavam o corpo € os membros posteriores (Figura 32).

As diferentes superficies foram dispostas em uma caixa de madeira de 100 cm x 100 cm
x 15 cm (comprimento x largura x altura); sendo esta dividida em quatro partes, de 100 cm x
25 cm (comprimento x largura), com uma barreira entre as superficies distintas de modo que o
animal ndo tivesse contato a mais de uma superficie simultanecamente. Os pregos foram
dispostos em quatro linhas retas, separadas por 5 cm. Os espécimes foram filmados com a
camera Kodak PixPro AZ522 por 5 minutos em cada substrato, com repeti¢ao no intervalo de
uma semana. As filmagens foram realizadas com cada um dos espécimes de maneira isolada e
alternada para evitar / reduzir o estresse por manipulagdo e estimulacdo. Os espécimes foram
estimulados a movimentagao, através do toque na ponta da cauda, sempre que permaneciam
imoveis sobre as diferentes superficies.

O membro posterior foi analisado através da observacdo quadro a quadro do video
produzido em cada substrato. Através do video, foi tirada uma foto sempre que os espécimes
movimentavam os membros posteriores (independente se movimentavam apenas um lado ou
ambos) para posterior mensura¢do do angulo de abertura. O angulo de abertura foi calculado

para cada substrato separadamente usando o Imagel v. 1.45. Para averiguar a existéncia de
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variacao significativa entre os angulos medidos nos diferentes substratos, foi realizado o teste

estatistico Kruskal-Wallis no programa R v. 3.5.3.

Figura 32: Desenho esquematico da pista utilizada para a analise do modo de locomogao em

Ophiodes cf. fragilis. (A) madeira com pregos, (B) placas de vidro, (C) lixa e (D) areia.

2.3- Diafanizag¢do

O método de diatanizacdo utilizado foi o de Silveira et al. (2013). As amostras foram
colocadas em frascos transparentes com solucdo de hidréxido de potassio a 2% (KOH a 2%)
para clarificar as estruturas externas do animal. Essa solu¢do foi trocada diariamente, até a
clarificagdo das amostras. Este procedimento ocorreu por cerca de 40 dias em espécimes adultos
e 16 dias no juvenil. Apos o procedimento de clarificacdo, as amostras foram submetidas ao
processo de coloracdo com alizarina a 1% (1 g de alizarina Red S em 90 ml de etanol) para
coloracdo das estruturas ¢sseas, por um periodo de 24 h. No final deste processo, as amostras
foram lavadas com solu¢cdo de KOH a 2% e glicerina 3:1 por 24 h. A cada 24 h, a propor¢ao de
KOH 2% e glicerina era alterada na seguinte ordem: (2:1), (1:1), (1:2), (1:3) até serem
acondicionadas em glicerol puro com algumas gotas de KOH 2 % em potes de vidro
transparente.

A andlise do material e a respectiva documentacdo fotografica foram realizadas em
estereomicroscopio da Olympus SZX16 com equipamento fotografico digital Canon A3100S e

ocular micrométrica acoplada.
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2.4- Histologia

Para estudos de material de microscopia de luz, os membros posteriores e as escamas
ventrais de espécimes de Ophiodes cf. fragilis foram desidratados em concentragdes crescentes
de alcool, clarificados com xilol e impregnado / embebido em parafina. Posteriormente, foram
feitos cortes seriados com espessura de 4 um. As laminas foram coradas com hematoxilina-
eosina (HE) (TOLOSA et al., 2003).

A analise do material e a respectiva documentacdo fotografica foram realizadas sob um
microscopio Olympus BX41 com equipamento fotografico digital Canon A3100S e ocular para

micrometro acoplada.

3- RESULTADOS

3.1- Locomoc¢do

Os métodos de locomocdo observados foram, predominantemente, o retilineo e o
serpentina; verificados nos quatro tipos distintos de superficie (areia, lixa, placa de vidro e
madeira com pregos), indicando que a mesma nao influenciava ou favorecia o método de
locomogdo observado. O resumo dos resultados obtidos foi apresentado na Tabela 3.

O movimento retilineo (Figura 33a,b) foi observado quando o animal se locomovia em
linha reta, mesmo quando a superficie era composta por obstaculos (pregos) (Figura 34a-c).
Esse tipo de movimento se iniciava, em sua grande maioria, na por¢ao anterior do corpo do
animal (cabeca/inicio do tronco) e era disseminado por todo restante do corpo, até¢ a cauda
(Figura 33a). Também foi observado este tipo de movimento se iniciando na regido mediana do
corpo (cloacal) e se estendendo até a ponta da cauda.

Consideramos a disposi¢cdo em “U” como uma variagdo do movimento retilineo. O
mesmo se caracterizou de forma similar ao retilineo: se iniciando em uma por¢ao do corpo,
geralmente na cabega, e “puxando” o restante do corpo em linha reta (Figura 33b). Como o
nome indica, o animal movimentava o corpo formando um meio arco, mas este ndo caracterizou
um movimento serpentina. A disposi¢cao em “U” foi observada principalmente quando o animal

modificava a dire¢do do movimento.
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Tabela 3: Resumo dos resultados obtidos no presente estudo de locomog¢do e morfologia

associada de Ophiodes cf. fragilis.

Variavel Analisada Resultados
Tipos de locomogao Retilinea e Serpentina
Comprimento Rostro- 138,69 135,81
Cloacal (média em mm)* (fémea) (macho)
Sim Nao
Cauda regenerada
(n=1) (n=9**)
; 52°-55° 60°
Angulo de Abertura o ) )
(areia, lixa e madeira com pregos) (placa de vidro)
Juvenil Adulto
Idade
(n=1) (n=9)
Membro vestigial * 4,07 5,88%**
(média em mm) (fémea) (macho)
Fémea Macho
Sexo
(n=4) (n=16)
) Cerrado Mata Atlantica
Biomas ) . )
(Ritéapolis, Ribeirao Vermelho) (Juiz de Fora)

*Calculado para fémeas e machos adultos. ** Sem autotomia aparente. *** Nao ha medida de membro

vestigial de um espécime macho.

Nao foi observado o uso dos membros posteriores na superficie de madeira com pregos;
no entanto, o membro posterior se afastou da lateral do corpo em alguns momentos. O zigue-
zague entre os pregos foi realizado principalmente pelos movimentos retilineo e serpentina
(quando desviava dos pregos). Nesta superficie, os espécimes demonstraram uma preferéncia
por se locomover em linha reta quando possivel, como que seguindo uma linha imaginaria como
guia.

O movimento serpentina (Figura 33c) apresentou variagdes quanto a amplitude do “S”
formado; no entanto, esta nao foi calculada. A locomogao do tipo serpentina apresentou-se tanto
em momentos que o animal estava forrageando pela superficie, quanto quando o mesmo se
sentia incomodado (ex.: diante do estimulo para locomog¢ao). Nestes momentos foi possivel

observar a variacao da amplitude do “S”, sendo que diante de uma possivel ameaga a amplitude
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foi maior do que quando o animal ndo se sentia em perigo. Com a maior amplitude do “S”
também se observou maior velocidade (entretanto esta nao foi aferida), este fato provavelmente
estéa relacionado a percorrer uma maior distancia territorial em um tempo menor, possibilitando
a fuga do animal.

A disposi¢do em lagco foi notada quando o animal ficava imdvel nas diferentes
superficies (Figura 33d,e). O laco foi observado desde uma forma mais complexa (com dois ou
mais nos) (Figura 33e) quanto em uma forma mais simples (um unico no) (Figura 33d). De
acordo com o movimento do animal, o lago se desfazia da por¢do do corpo que iniciava até a
ponta da cauda. Este parece ser um comportamento comum da espécie, uma vez que foi
observado nestes espécimes mesmo quando nao estavam em teste.

Observamos o movimento vertical nos espécimes principalmente quando estavam
forrageando pelas superficies. Os animais atingiram alturas diferentes verticalmente, podendo
sustentar até a metade do tronco sem contato com a superficie. Este movimento também foi
observado durante o forrageio (observacdes pessoais).

Ambos os espécimes afastaram o membro posterior da lateral do corpo e o
movimentaram com frequéncia em trés das quatro superficies testadas, sendo mais frequente
respectivamente nas superficies de areia, lixa e placa de vidro. Os animais indicaram ter controle
quanto ao uso do membro de apenas um lado ou de ambos os lados, provavelmente estando
associado a necessidade locomotora do animal. Os membros posteriores apresentaramdiferentes
angulos de abertura sendo observado uma média de aproximadamente 54° (+ 22°, n
= 10) no substrato de areia, 55° (+ 22,6°, n = 8) na lixa, 60° (+ 17,5°, n = 8) na placa de vidro
e de 52° na madeira com pregos (+ 40,4°, n = 2), sendo a variagdo de angulagdo entre os

substratos nao significativa (Kruskal-Wallis chi-squared = 0,52339, p = 0,9137).



88

Figura 33: Desenhos esquematicos dos movimentos locomotores observados em Ophiodes cf.
fragilis. (a, b) Movimento retilineo; destaque em (b) para o movimento “U”. (¢ 1 e 2)
Movimento serpentina; énfase nas diferentes amplitudes do “S”. (d, e) Disposi¢dao em lago;

énfase na complexidade do lago em (e).
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Figura 34: Desenho esquematico da locomogao entre os pregos de Ophiodes cf. fragilis (a-c).
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3.2- Morfologia associada a locomogdo

A coloracdo da estrutura 6ssea de Ophiodes cf. fragilis por alizarina através da técnica
de diafanizagdo confirmou estruturas ja conhecidas e revelou novos dados, sendo estes
corroborados pela analise histoldgica.

Nos espécimes adultos a estrutura esquelética ndo foi corada (Figura 35b). Enquanto a
parte muscular externa e escamas do animal coraram de roxo (Figura 35b,f). Este fato esta
associado a presenca de osteodermos nas escamas (Figura 35f), identificado pelos canaliculos
do sistema radix em formato de nuvem. Com a composi¢ao de calcio nos osteodermos, o corante
acumulou-se na por¢ao muscular e escamas, fazendo dessa estrutura uma “barreira” para a
passagem de corante para o esqueleto nos espécimes analisados. Esta camada de osteodermos
nas escamas foi confirmada através do processamento histologico (Figura 36e). No juvenil
analisado observou-se um resultado diferente do usual, com a alizarina corando fortemente a
estrutura 6ssea (Figura 35c-¢).

Com a coloragdo do esqueleto foi identificada uma estrutura 6ssea fina, longitudinal, na
porcao superior da cloaca, indicando ser uma cintura pélvica (Figura 35d,e). Essa estrutura
apresentou um contato direto com os membros posteriores. Cada membro posterior apresentou
trés ossiculos, sendo um na por¢ao proximal e dois na por¢ao distal (se dispunham lado a lado),
indicando ser os ossos fémur, tibia e fibula bastante reduzidos (Figura 35c-¢). A presenca dos
trés ossiculos nos membros posteriores foi confirmada por histologia (Figura 36). Entre os
ossiculos proximal e os dois distais ha uma camada de tecido cartilaginoso e no interior dos
mesmos foi observada alta atividade celular relacionada a produgdo de células Osseas e
vascularizagdo (Figura 36e,f). Este fato indica uma atividade funcional da estrutura, uma vez

que a mesma possui atividade metabdlica.
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Figura 35: Fotografias do membro posterior esquerdo (a); membros posteriores do adulto

(destacados pelo circulo branco - a) e do juvenil (proeminentes aos ossiculos e cintura pélvica
em linha pontilhada branca - c, d, e); e escamas e osteodermos (f) dos espécimes diafanizados
de Ophiodes cf. fragilis analisado. (L) membro posterior; (BO) ossiculos distais; (HO) ossiculo

proximal (PG) cintura pélvica; (OC) canaliculos osteodermos; (*) Escamas.
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Figura 36: (a, b, c, d, e, f) Fotomicrografias de membros posteriores de Ophiodes cf. fragilis
corado com hematoxilina e eosina. (BO) ossiculos distais; (HO) ossiculo proximal; (C)
cartilagem; (S) escamas; (O) osteodermos; (*) células sanguineas indicando atividade

metabolica. Ampliagdo: 4x -a, e; 10x -b, c, d, f.
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4- DISCUSSAO

Este estudo oferece novos relatos sobre a locomogdo e a morfologia associada a este
comportamento em Ophiodes cf. fragilis, contribuindo assim para o estudo de adaptagdes para
locomocdo em vertebrados sem membros. Ophiodes cf. fragilis apresenta como métodos de
locomog¢ao predominantes o retilineo e a serpentina. Destaca-se nessa espécie o uso dos
membros posteriores como possivel meio de otimizar a locomogao. Tal fato sugere que esses
membros nao sejam um vestigio de membros, mas sim membros posteriores bastante reduzidos
que possuem uma atividade funcional para o individuo. A utilidade de membros vestigiais
posteriores de serpentes boideos, foi observada por Carpenter et al. (1978), nas quais os
denominados espordes sdo funcionais auxiliando os machos durante a corte (combate entre
machos) e a copula (dominio da fémea). Funcao semelhante foi defendida por Montechiaro et
al. (2011) ao verificarem que machos de Ophiodes cf. striatus apresentavam os membros

posteriores significativamente maiores do que as fémeas.

A locomocgao de lagartos anguideos sem membros era compreendida na forma de
serpentina, na qual a ondulagdo lateral ocorria através de porgdes do corpo do animal que eram
empurradas contra o substrato (PIANKA e VITT, 2003). Contudo, também observamos a forma
de locomogao retilinea. A locomocao retilinea nao foi ainda descrita para lagartos sem membros
com corpo serpentiforme, sendo compreendida apenas para o clado das serpentes ja que estas
possuem os musculos costocutaneos inferior e superior permitindo que a locomogao retilinea
aconteca (JAYNE, 2020). Estes musculos costocutdneos aparentemente estdo ausentes em
lagartos sem membros e com corpo serpentiforme (JAYNE, 2020). Desta forma, estudos de
anatomia muscular sdo indicados para a confirmacdo da auséncia desta musculatura em
Ophiodes cf. fragilis associado a estudos detalhados dos mecanismos relacionados a locomogao
retilinea em lagartos sem membros.

A movimentacdo do membro posterior em diferentes angulagdes, nos diferentes
substratos analisados, foi observada. Apesar de o angulo de abertura do membro posterior nao
variar significativamente entre os diferentes substratos testados, o afastamento da lateral do
corpo € a movimenta¢ao do mesmo pode estar relacionada a uma maior estabilidade do animal,
0 que poderia inferir em uma maior agilidade para otimizar a locomo¢dao em diferentes
substratos. E importante analisar a resposta a diferentes tipos de superficies devido a diversidade
de composi¢ao de habitats que estas espécies podem ocupar (IRSICHICK e GARLAND, 2001);
além disso, diferentes substratos podem diminuir ou aumentar o desempenho e a performance

de um individuo (HERRELet al., 2008; SATHE ¢ HUSAK, 2015)
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como a prote¢do de territorio, fuga de predadores, procura da presa, dentre outros. A locomogao
¢ de extrema importancia ecoldgica para as espécies, afetando seu desempenho em diferentes
fun¢des vitais como fugir de predadores, encontrar alimento e parceiros e defender o territorio
(AERTS et al., 2000). Estudos como os de Sathe e Husak (2015) e Zamora-Camacho (2018)
testam o desempenho e a performance da locomog¢ao em lagartos com membros, sendo este um
campo ainda ndo elucidado para lagartos sem membros. Tal fato pode ter relacdo direta a
dificuldade de captura e coleta destas espécies, relacionado principalmente a caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas destes animais, o que interfere no conhecimento de caracteristicas
basicas de comportamento, incluindo a locomogao. N6s nao analisamos o desempenho ¢ a
performance locomotora de Ophiodes cf. fragilis, sendo uma éarea promissora para estudos
futuros.

Os osteodermos apresentam uma grande variagdo intraespecifica com relagao a formato
e composi¢do, sendo amplamente utilizado na sistematica de Anguidae (ZYLBERBERG e
CASTANET, 1985; BUFFRENIL et al., 2010; BOCHATON et al., 2015). Bochaton et al.
(2015) destacam que os osteodermos encontrados em Diploglossinae e Anguis sp. sdo
arredondados, ndo biselados, o que permite uma blindagem flexivel, sendo este supostamente
uma sinapomorfia de Anguidae. Os osteodermos de Ophiodes foram descritos por Strahm e
Schwartz (1977). Os referidos autores destacaram que em Ophiodes os osteodermos seriam
derivados, quanto a morfologia e composicao, do género Diploglossus, apresentando como
principal caracteristica a presenca de um sistema radix (canais no interior dos osteodermos)
extenso e em forma de nuvem. Tal arquitetura apresentada por Strahm e Schwartz (1977) foi
confirmada em nosso estudo com a técnica de diafanizacdo. Noés analisamos apenas a
morfologia dos osteodermos ventrais na regido cloacal, e constatamos que ha diferenca entre
juvenis e adultos. A diferenca observada na coloragc@o na técnica de diafanizacdo pode estar
relacionada a variagdo da composicdo das escamas entre espécimes juvenis e adultos.
Possivelmente por se tratar de um juvenil, com pouco tempo de vida fora do corpo materno, o
acumulo de calcio nas escamas era inferior ao que foi encontrado nos espécimes adultos
estudados. Apesar de ser considerado um caracter taxondmico importante em Anguidae, os
osteodermos podem apresentar variacdo quanto a posi¢do (cabeca, tronco, cauda, ventral e
dorsal), idade (juvenil e adulto) e condi¢do (regenerado ou ndo regenerado) (BOCHATON et
al., 2015). Sendo assim, andlises dos osteodermos de Ophiodes cf. fragilis ainda sao
preliminares, assim como em outras espécies pertencentes a este género e familia, sendo
necessaria uma descricdo mais aprofundada viabilizando a utilizagdo desta estrutura na

taxonomia do grupo.
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A morfologia do esqueleto apendicular ¢ pouco conhecida em diversas espécies com
membros reduzidos ou ausentes (ANDRADE et al., 2016). A existéncia de 0ssos nos membros
posteriores, apresentando um metabolismo celular, indica uma atividade funcional constante
dessa estrutura no individuo. Ressalta-se também que o membro posterior apresenta diferentes
tamanhos em espécimes juvenis e adultos, este crescimento pode ocorrer concomitantemente
ao crescimento corporal a cada muda (ROCHA-BARBOSA et al., 2015). Estruturas biologicas
vestigiais fornecem uma importante linha de evidéncia para a macroevolucao (ANDRADE et
al., 2016), uma vez que podem ser consideradas reflexos evolutivos dos efeitos historicos dos
micro-habitats ¢ do ambiente bidtico (PIANKA e VITT, 2003). Nossos dados evidenciam a
existéncia de ossos nos membros posteriores bastante reduzidos e funcionais em Ophiodes,
sendo assim sugerimos o uso da nomenclatura membro posterior reduzido, ao invés de membro
posterior vestigial.

Os membros posteriores reduzidos de Ophiodes cf. fragilis foram pela primeira fez
descritos quanto a sua morfologia e fun¢do. Os tipos de locomog¢do em diferentes substratos
observadas foram a serpentina e a retilinea, sendo esta tltima associada pela primeira vez ao
modo locomotor de uma espécie de lagarto de corpo alongado e sem membros (ou com
membros reduzidos). Os tracos funcionais desempenham importante papel na estrutura da
comunidade e no funcionamento do ecossistema (CIANCIARUSO et al., 2009); e estes, por sua
vez, sdo altamente variaveis devido a adaptacdo local ou a plasticidade fenotipica em resposta
a diferentes caracteristicas ambientais ou interagdes bioticas (ALBERT et al., 2012). Muito
ainda falta a esclarecer sobre as adaptacdes morfologicas e fisioldgicas que esta espéciee outras
de vertebrados sem membros sofreram para se adequar ao ambiente em que vivem. Apesar
disso, nossos dados preenchem algumas lacunas e criam novas perguntas a serem respondidas
sobre os modos e adaptagdes da morfologia associada a locomogao em lagartos sem membros

ou com membros reduzidos.
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CONCLUSOES

O dimorfismo sexual de forma e tamanho de variaveis do corpo, da cabega, de escamas da
cabeca e formato do membro vestigial estd ausente nos espécimes de Ophiodes cf. fragilis
analisados.

As andlises realizadas demostraram que os espécimes de Ophiodes cf. fragilis sao
morfologicamente distintos dos espécimes de Ophiodes fragilis com relagdo ao tamanho
do corpo, da cabeca e do membro vestigial e ao formato do membro vestigial. Os resultados
indicaram auséncia de variagao entre as espécies relacionada as escamas dorsais e laterais
da cabeca analisadas.

A variacdo morfolégica de 6rgdos relacionados a reprodugdo foram aqui descritas pela
primeira vez para uma espécie de Ophiodes. As caracteristicas macro € microscopicas sao

similares as anteriormente observadas em outras espécies de Squamata. Destaca-se a
presenca de segmento sexual no rim de machos e fémeas adultas analisadas. Os resultados
obtidos com espécimes pertencentes exclusivamente a Colecao Cientifica sdo relevantes e
aplicaveis para comparagdes em estudos futuros com outras espécies do género.

A morfologia macro e microscopica do hemipénis e hemiclitoris de uma espécie de

Ophiodes foi descrita de maneira conjunta e pioneira. Tais estruturas sdo consideradas uma
sinapomorfia dos répteis Squamata, possuindo grande importdncia taxondmica,
contribuindo assim para estudos taxonomicos futuros do género.

Ophiodes cf. fragilis apresentou nlimero cromossdmico ¢ morfologia dos cromossomos
similares as previamente conhecidas para outras espécies de Ophiodes. O nimero
cromossomico observado neste estudo (2n = 36) ¢ o provavel nimero cromossoOmico
ancestral de Anguidae. Novas técnicas de localiza¢do da regido organizadora de nucléolo,
sinaliza¢dao da heterocromatina constitutiva ¢ marcacao de sequéncias de DNA repetitivo
foram empregadas, alinhando a citogenética cléssica e a citogenética molecular pela
primeira vez para uma espécie do género. Estudos complementares com espécimes fémeas
sdo encorajados para determinagdo do sistema sexual, visto que apenas espécimes machos
foram analisados.

O estudo do comportamento locomotor e a morfologia associada indicou que Ophiodes cf.
fragilis se movimenta habitualmente de forma serpentina e retilinea, independente do
substrato. Apesar de ser conhecido como “membro vestigial’, o membro posterior
apresentou movimento em algumas situagoes especificas da locomogao. A cintura pélvica

se mostrou evidente. Ossiculos diminutos estdo presentes no membro posterior, com
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indicagdo de atividade metabolica. Tais resultados obtidos refor¢gam a hipdtese de que o
membro posterior de Ophiodes seria funcional e extremamente reduzido. A forma e
erradiacdo dos canaliculos dos osteodermos dos espécimes analisados foram similares ao

anteriormente descrito para o género.

O presente estudo analisou aspectos da histéria natural de Ophiodes cf. fragilis,
resultando em novas informacdes sobre dados morfologicos, reprodutivos, citogenéticos e
comportamentais. Algumas analises e resultados obtidos neste estudo foram apresentados pela
primeira vez para uma espécie de Ophiodes, contribuindo assim para estudos futuros com o
género. Estudos complementares sdo incentivados para um melhor conhecimento destes apectos

na espécie e no género.
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ANEXOI

Relacao dos espécimes utilizados neste trabalho identificados como Ophiodes cf. fragilis

coletados em municipios do estado de Minas Gerais, Brasil.

Colecao Herpetoldgica do Laboratorio de Répteis da Universidade Federal de Juiz de Fora
(CHUFJF-Répteis): Juiz de Fora — 28, 29, 35, 36, 52, 294, 309, 922, 961, 1866, 2115, 2116;
Ritapolis — 205, 310, 456, 930, 931, 1473, 1641, 1642, 1643, 1644, 1645, 1646, 1647, 1648,
1649, 1650, 1651, 1652, 1653, 1868, 2000, 2070; Lavras — 1172, 1173, 1376, 1392, 1413; Ingai —
1395, 1405, 1406, 1415, 1430; Sao Jodo del Rei — 1098, 1099; Tiradentes — 776, 777, 784; Chacara
—913, 914, 915, 916; Ljaci — 1443; Cristina — 1816.

Colecao de Répteis do Muzeu de Zoologia Joao Moojen da Universidade Federal de

Vicosa (MZUFYV): Cataguases — 1369; Ervalia — 768; Vigosa — 30.
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ANEXO II

Tabela com os dados morfométricos, identificagdo sexual e nimero de depdsito de Ophiodes
cf. fragilis e Ophiodes fragilis pertencentes a Colecao Herpetoldgica do Laboratorio de Répteis
da Universidade Federal de Juiz de Fora (CHUFJF-Répteis) e a Colecao de Répteis do Museu
de Zoologia Joao Moojen da Universidade Federal de Vigcosa (MZUFV). SVL — comprimento
rostro-cloacal; HH — altura da cabeg¢a; HW — largura da cabeca; DN — distancia entre as narinas;

LVL — comprimento do membro vestigial.

Numero
Colecao Espécie de Sexo SVL HH HW DN LVL
Deposito

Ophiodes ct

CHUFIJF 29 féemea 156,12 6,81 6,35 2,07 4,11
fragilis
Ophiodes cf

CHUFIJF 310 macho 143,96 6,23 748 236 3,72
fragilis
Ophiodes

CHUFJF 529 féemea 165,99 5,79 6,82 2,38 7,98
fragilis
Ophiodes ct

CHUFIJF 922 fémea 155,47 7,45 8,57 2,40 4,09
fragilis
Ophiodes cf

CHUFIJF 961 fémea 155,36 8,00 7,54 2,26 4,07
fragilis
Ophiodes ct

CHUFJF 1173 macho 181,13 6,04 6,59 226 4,94
fragilis
Ophiodes ct

CHUFJF 1376 macho 178,77 5,24 6,56 198 4,88
fragilis
Ophiodes ct

CHUFJF 1392 macho 182,88 5,67 6,26 1,99 5,13
fragilis
Ophiodes cf

CHUFJF 1395 macho 153,11 6,46 7,34 1,87 3,04
fragilis
Ophiodes cf

CHUFIJF 1405 fémea 178,39 5,40 6,87 2,34 4,37
fragilis
Ophiodes ct

CHUFJF 1415 macho 121,35 5,08 5,02 2,11 2,92

fragilis



CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes ct
[fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes cf
fragilis

1473

1641

1642

1643

1644

1645

1646

1647

1648

1649

1651

1652

1653

1737

1866

2000

fémea

macho

macho

macho

fémea

macho

fémea

fémea

macho

fémea

fémea

macho

macho

macho

macho

fémea

138,91

149,33

151,61

175,80

160,92

143,37

185,09

192,03

161,42

182,65

161,65

140,57

143,96

175,64

180,80

200,32

5,61

5,19

5,11

6,80

5,52

6,59

6,22

7,06

5,96

6,40

5,72

5,37

5,15

6,12

7,45

7,39

6,53

6,22

7,35

8,13

6,39

6,87

6,88

7,97

7,60

7,64

7,04

6,37

6,39

9,39

8,59

7,90

2,04

2,15

2,81

2,33

1,82

2,10

2,67

2,82

2,13

2,18

2,34

1,69

1,69

2,00

3,10

3,00

119

3,29

4,14

3,58

6,37

3,73

3,72

4,63

3,52

4,29

4,28

4,94

3,59

4,04

5,43

5,24

4,42

9



CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes ct
[fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes cf
fragilis

36

28

35

52

309

1099

1098

205

456

784

776

777

913

1443

1430

1406

fémea

fémea

macho

fémea

fémea

fémea

macho

fémea

macho

macho

macho

macho

fémea

macho

macho

macho

158,57

158,61

160,04

160,92

161,31

149,48

151,27

143,37

147,64

151,66

153,11

154,84

163,8

166,64

175,8

182,65

7,51

6,15

6,3

5,79

4,2

5,1

5,52

6,03

6,76

6,58

6,78

7,45

5,1

7,09

5,56

5,06

5,84

6,56

6,83

7,53

5,45

5,87

6,59

7,16

9,16

6,66

7,64

7,65

6,61

8,9

7,04

7,29

2,74

1,39

2,42

2,76

1,94

2,11

2,06

2,51

2,91

2,16

2,39

3,45

2,00

2,34

2,24

1,80

120

4,12

4,14

4,28

4,29

4,37

3,94

4,00

3,59

3,76

4,04

4,04

4,06

4,56

4,62

4,81

5,00



CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

CHUFJF

MZUFV

MZUFV

MZUFV

MZUFV

Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes ct
[fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes
fragilis
Ophiodes
fragilis
Ophiodes
fragilis
Ophiodes
fragilis

1413

1108

914

915

916

2070

1868

2116

2115

1816

930

931

229

966

28

31

macho

macho

macho

fémea

macho

macho

fémea

macho

macho

macho

macho

macho

macho

fémea

macho

fémea

187,11

192,03

196,18

197,17

217,21

150,77

176,75

159,34

141,32

212,03

162,68

151,80

172,48

162,87

170,38

180,93

4,86

6,35

6,05

5,24

5,52

6,27

6,55

6,28

5,80

6,70

5,88

6,11

735

6,66

8,20

7,37

7,29

6,43

7,44

5,67

7,72

7,23

7,57

6,96

6,47

8,11

6,38

7,57

8,95

7,40

9,17

8,70

2,66

2,20

2,55

1,82

2,78

2,45

2,51

2,12

2,03

2,50

2,20

2,00

3,30

2,71

2,96

2,94

121

5,45

5,68

5,76

6,28

6,37

4,91

3,94

3,89

3,99

4,43

4,30

4,90

9,37

7,37

11,43

9,09



MZUFV

MZUFV

MZUFV

MZUFV

MZUFV

MZUFV

MZUFV

MZUFV

MZUFV

MZUFV

MZUFV

MZUFV

MZUFV

MZUFV

MZUFV

MZUFV

Ophiodes
fragilis
Ophiodes
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes
fragilis
Ophiodes
fragilis
Ophiodes
fragilis
Ophiodes
fragilis
Ophiodes
fragilis
Ophiodes ct
fragilis
Ophiodes
fragilis
Ophiodes
fragilis
Ophiodes
fragilis
Ophiodes
fragilis
Ophiodes
fragilis
Ophiodes cf
fragilis
Ophiodes
fragilis

763

198

30

481

35

27

36

331

1369

1289

1248

1249

1247

862

768

311

macho

macho

macho

fémea

macho

macho

macho

macho

fémea

macho

fémea

fémea

fémea

fémea

fémea

fémea

197,62

92,74

164,10

151,54

161,60

124,29

136,96

102,04

187,49

206,79

185,41

189,84

155,63

188,90

158,00

133,66

8,36

5,03

6,90

6,39

6,75

4,87

6,87

5,53

7,81

8,12

7,04

7,40

6,80

7,69

8,64

4,89

9,14

4,74

7,60

7,36

7,81

7,29

7,03

6,03

8,42

9,77

8,24

8,06

7,69

8,80

8,42

6,35

3,38

1,73

2,47

2,50

2,92

1,90

1,85

2,30

2,91

3,13

2,92

2,44

2,84

2,74

2,47

1,92

122

12,30

3,18

4,33

7,35

10,63

6,65

8,65

6,02

8,76

13,68

8,65

9,20

10,59

8,18

7,42

3,55



Ophiodes

MZUFV 479 fémea
fragilis
Ophiodes

MZUFV 455 fémea

fragilis

178,09 8,72 9,12 3,00

222,69 8,35 8,70 3,06

123

9,49

8,67




