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RESUMO

Os Squamata constituem o segundo mais diverso grupo de vertebrados terrestres
existentes, com mais de 10.000 espécies presentes em todos os continentes. Incluem as
subordens Serpentes, Amphisbaenia e os grupos tradicionalmente conhecidos como
“’lagartos’’, apresentando habitos de vida que variam de fossoriais até arboricolas. Os
Amphisbaenia, porém, carecem de estudos acerca de sua biologia, pois seu habito
fossorial dificulta a coleta de dados. As informacGes existentes sobre anfisbenas na
literatura sdo escassas e, em sua maioria, estdo relacionadas a identificacdo de novas
especies e informacOes pontuais referentes a reproducdo do grupo. Com relacdo a
biologia reprodutiva, observa-se em Squamata oviparos a retencdo dos ovos no Utero
por um determinado periodo apds a fertilizacdo e a posterior deposicdo dos embrides
parcialmente desenvolvidos. Oposto aos outros Squamata nota-se que ndo existem
dados referentes a classificacdo de desenvolvimento embrionario de anfisbenas e o
periodo de retencdo dos ovos que 0 grupo apresenta. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi estimar a taxa de retencdo de ovos para espécies de anfisbenas do Brasil, o que foi
feito a partir de analises de embrifes coletados em fémeas de coleces zooldgicas,
considerando as estruturas ja desenvolvidas nesses embrides e tendo como base tabelas
de desenvolvimento embrionério disponiveis na literatura. Foram analisados 20 ovos de
cinco espécies de anfisbenas ocorrentes no Brasil (Amphisbaena alba, Amphisbaena
dubia, Amphisbaena kingii, Amphsisbaena munoai e Leposternon infraorbitale). Dez
embrides foram encontrados, das espécies A. munoai, A. kingi e L. infraorbitale, e
apresentaram-se em estagios variados do desenvolvimento embrionario. Para estimar o
grau de retencdo de ovos, foram consideradas estruturas como o primeiro esbo¢o da
cavidade nervosa, vesiculas encefalicas subdivididas e cranio cartilaginoso e rostro
desenvolvidos. Para L. infraorbitale, foram observados embriGes nos estagios 30 e 32
do desenvolvimento, em A. munoai, os estagios de 2 a 27, e em A. kingii, um embrido
no estagio 11. Desta forma, concluiu-se que as fémeas de Amphisbaenidae, para as
espécies analisadas, apresentam retencdo prolongada, condizendo com o que foi
observado na literatura para outros Squamata. Além disso, considerando as datas de
coleta das fémeas, pode-se estimar que o periodo de clpula para Leposternon
infraorbitale precede o més de outubro, o que condiz com a estacdo chuvosa.

PALAVRAS-CHAVE: desenvolvimento embrionario; retencdo de ovos; Squamata;
Amphisbaenidae.



ABSTRACT

The Squamata are the second most diverse group among the extant terrestrial
vertebrates, with over 10,000 species occurring in all continents. Squamata includes the
suborders Snakes and Amphisabenia, as well as the groups traditionally known as
'lizards', and their habitats vary from fossorial to arboreal. However, there is lack of
studies on the biology of Amphisbaenia, as their fossorial habitat makes data collection
difficult. Existing information on amphisbaenians are scarce, and mostly related to the
identification of new species and specific information related to group reproduction.
With respect to reproductive biology, oviparous Squamata are known for the retention
of eggs in the uterus for a period of time between fertilization and the oviposition of
partly developed embryos. Different from other Squamata, there is no data on the egg
retention period nor embryonic development classification of amphisbaenians.
Therefore, the objective of the study was to estimate the egg retention rates for
amphisbaenians of Brazil. For that, we analyzed embryos collected from females
deposited on museum zoological collections, registering the embryonic structures
already developed and comparing those data to embryonic development tables
previously published for other squamates. We analyzed twenty eggs of five different
species of amphisbaenians from Brazil (Amphisbaena alba, Amphisbaena dubia,
Amphisbaena kingi, Amphsisbaena munoai e Leposternon infraorbitale). Ten embryos
were found, from A. munoai, A. kingi and L. infraorbitale. Those embryos were
representative of various embryonic development stages. To estimate the degree of egg
retention, we considered structures developed in the embryos, such as the first sketch of
the nerve cavity, subdivided brain vesicles, and developed cartilaginous skull and
rostrum. Embryos of L. infraorbitale on stages 30 and 32, embryos of A. munoai
ranging from stage 2 to 27, and one embryo of A. kingi on stage 11 were observed.
Thus, it was concluded that females of Amphisbaenidae of the analyzed species, present
prolonged retention, which is consistent with what is reported in the literature for other
Squamata species. Moreover, considering the dates of collection of females, it can be
estimated that the mating period for Leposternon infraorbitale occurs before October, at
the rainy season.

KEY-WORDS: embryonic development; egg retention; Squamata; Amphisbaenidae.
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1. INTRODUCAO

Lepidosauria é considerado o maior grupo de répteis viventes e esta distribuido por
todos os continentes, exceto a Antartica (GAUTHIER et al., 1988). Este clado é
formado pelos Rhynchocephalia e pelos Squamata (GAUTHIER et al., 1988). O
primeiro possui apenas uma espécie vivente (Sphenodon punctatus) habitando 32
pequenas ilhas ao redor da Nova Zelandia (FLORES; STUBBS; BENTON, 2017) e
considerado, filogeneticamente, o grupo mais basal dentre os lepidossauros. Os
Squamata constituem o segundo mais diverso grupo de vertebrados terrestres
(PYRON, 2013) com mais de 10.000 espécies (UETZ; FREED; HOSEK, 2019)
presentes em todos 0s continentes e incluem as subordens Serpentes, Amphisbaenia e
os grupos tradicionalmente conhecidos como ¢’lagartos’’, apresentando inumeros
habitos de vida que variam de fossoriais até arboricolas (PYRON, 2013). Os Squamata
ainda compartilham caracteristicas Unicas e exclusivas (sinapomorfias), como a
presenca de um Orgdo copulatério par e eversivel (hemipénis) (GAUTHIER et al.,
1988). Outros caracteres compartilhados sdo as escamas e a bifurcacdo presente na
ponta da lingua (RIEPPEL, 1988).

O Brasil apresenta uma grande diversidade de répteis Squamata, atualmente 753
espécies sdo encontradas no pais (COSTA; BERNILS, 2018), distribuidas em 405
espécies de Serpentes, 276 espécies de ‘’lagartos’ e 72 espécies de anfisbenas
(COSTA,; BERNILS, 2018).

Este altimo grupo foi identificado h&d mais de dois séculos na América do Sul por
Linnaeus (GANS, 2005). Ele observou que alguns possuiam habitos fossoriais e olhos
rudimentares, e ocorriam em habitats continentais e insulares, variando na preferéncia
desde florestas imidas a desertos (GANS, 2005).

Estes individuos caracterizam-se pelo corpo alongado, cilindrico, com placas
retangulares embutidas em anéis, cauda curta e continua, olhos pequenos situados
abaixo da pele, auséncia de péalpebra, boca pequena, mandibulas pouco extensas,
auséncia de membros, presenca de hemipénis, cranio compacto e acinético -
modificacdo relacionada ao héabito subterrdneo (fossorial) -, Orbitas oculares
incompletas, 0sso timpanico conectado ao cranio, 0sso parietal simples e 0ssos
temporal e mastdide pouco separados (EVANS; YABUMOTO, 1988; GANS, 2005).
Todos apresentam habitos fossoriais, variando na profundidade do solo que habitam,

além disso, a maioria apresenta uma condicdo apode, com exce¢do do género Bipes,
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ocorrente na Ameérica Central, que apresenta um par de membros anteriores bem
desenvolvidos (VANZOLINI, 1997).

Assim como as serpentes, a subordem Amphisbaenia forma um grupo
monofilético de Squamata (KEARNEY, 2003; MACEY et al., 2004) e possui 196
espécies reconhecidas e distribuidas em 19 géneros pelo mundo, com ocorréncia
Neotropical, Etiopica, Neértica e Paleartica (UETZ; HOSEK, 2019). E composta por
seis familias (UETZ; FREED; HOSEK, 2019): Bipedidae (Gnicos com membros
anteriores desenvolvidos), Amphisbaenidae, Rhineuridae, Trogonophidae, Blanidae e
Cadeidae (KEARNEY, 2003; GANS, 2005; VIDAL et al., 2008).

Apesar de seis familias pertencerem a subordem Amphisbaenia, apenas uma,
Amphisbaenidae, ocorre no Brasil (GANS, 2005), representada pelos seguintes
géneros: Amphisbaena, Mesobaena e Leposternon (COSTA; BERNILS, 2018; UETZ;
HOSEK, 2019).

A questdo dos géneros que ocorrem no Brasil vem sendo objeto de discordéancia
desde a revisao taxondmica baseada em estudos moleculares de Mott e Vieites (2009),
que agrupou as espécies brasileiras em apenas um género, Amphisbaena. Entretanto,
naquele mesmo ano, uma espécie do género Mesobaena, que até entdo havia sido
registrado apenas na Colémbia e Venezuela, foi descrita no estado do Para
(HOOGMOED et al., 2009) e, em 2011, o género Leposternon foi reconstituido por
Ribeiro et al. (2011), ja que distingue-se facilmente dos outros anfisbenideos sul-
americanos pela presenca de narinas abertas na superficie ventral do focinho, escamas
rostral e nasal fundidas em um Unico escudo; regido gular com escama segmentada e
0sso pré-frontal na regido rostral, gerando um processo nasal longo e em forma de T
(GANS, 1971). Estas caracteristicas ndo permitem, portanto, que o género seja
destituido e os individuos sejam incluidos no género Amphisbaena (RIBEIRO, 2011,
RIBEIRO, 2019).

Os Amphisbaenia sdo carentes de estudos cientificos, possivelmente por conta de
seus habitos fossoriais, 0 que impde dificuldades para sua coleta e observacdo em
campo. Atualmente, a maioria dos trabalhos disponiveis sobre o grupo estdo
relacionados a descricdo de novas espécies (RIBEIRO, 2011; RIBEIRO, 2019).
Estudos mais recentes contemplam a biologia reprodutiva da subordem (SANTOS,
2013). Desta forma, com relacdo ao estudo acerca da biologia reprodutiva de

Amphisbaenia, muitos aspectos de sua histéria natural sdo desconhecidos.
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Com relacdao a biologia reprodutiva, consideremos o termo ‘modo reprodutivo’.
Este refere-se ao produto final da reproducdo expelido pelas maes (BLACKBURN,
1994; BLACKBURN, 2000) e, de acordo com a proposta de Shine (1985), os animais
que fazem a postura de ovos com casca e cujos filhotes completam seu
desenvolvimento de forma extrauterina sdo considerados oviparos; e 0s animais cujos
filhotes nascem envoltos por uma membrana fina, da qual saem logo apds o
nascimento, com o desenvolvimento completo, sdo considerados viviparos
(BLACKBURN, 1999; BLACKBURN, 2006; SHINE, 1985).

A oviparidade esta presente em todos os Testudines, Crocodylia e Sphenodontidae
(POUGH et al., 2003; VITT; CALDWELL, 2009). Por outro lado, a viviparidade
ocorre apenas na ordem Squamata (em parte das serpentes, lagartos e anfisbenas) e
surgiu mais de 100 vezes distintas no grupo, mais vezes do que surgiu em todos 0s
demais vertebrados somados (SHINE, 1985; BLACKBURN, 1999).

Este modo reprodutivo é observado em diferentes familias de serpentes e lagartos
(SHINE, 1985; BLACKBURN, 1999; BLACKBURN, 2006), além de uma espécie de
Amphisbaenia, Trogonophis wiegmanni (BONS; SAINT-GIRONS, 1963). O restante
dos anfisbenideos mantém a oviparidade (VEGA, 2001), ou ndo se conhece seu modo
reprodutivo.

Apesar de existirem formas viviparas, a predominéncia entre os Squamata esta nas
formas oviparas. Nos répteis oviparos, a desova marca a transicdo entre o
desenvolvimento embrionario intrauterino e o desenvolvimento no ambiente externo
(ANDREWS; MATHIES, 2000). Ao contrario dos Testudines, Crocodylia e
Sphenodontidae, em que 0s ovos sdo depositados quando os embrides estdo nas fases
de gastrula e néurula (EWERT, 1985; FERGUSON, 1985; MOFFAT, 1985), o0s
Squamata oviparos rettm os ovos no Utero por um determinado periodo apo6s a
fertilizacdo e os depositam com os embrides parcialmente desenvolvidos (SHINE,
1985; BLACKBURN, 1995; ANDREWS; MATHIES, 2000). Isto significa que
sempre havera um periodo entre a fecundacdo e a ovipostura, durante o qual o
desenvolvimento embrionario prossegue no interior do trato genital da fémea (SHINE;
THOMPSON, 2006). Esta informag&o é de grande importancia para a compreensdo da
evolucdo dos modos reprodutivos de Squamata porque sugere que a Vviviparidade
evoluiu como uma extensdo especializada da retencdo intrauterina dos ovos (SHINE,
1985; QUALLS, 1996).
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Assim, a maioria dos autores considera que a evolucdo deste modo reprodutivo é
uma caracteristica derivada da oviparidade (LEE; SHINE, 1998), além de ser
amplamente interpretada como uma estratégia adaptativa para aumentar a
sobrevivéncia dos embrides (SHINE, 1985; TINKLE; GIBBONS, 1977). Alguns
autores ainda sugerem que determinadas forcas seletivas estimularam a evolugédo deste
modo reprodutivo (SHINE, 1985; TINKLE; GIBBONS, 1977). Dentre estas forcas
estdo os fatores climaticos, amplamente aceitos como principal fator de
desenvolvimento desta caracteristica (SHINE, 1985; SHINE et al., 2002). De acordo
com essa hipotese de clima frio, baixas temperaturas favorecem a evolucdo da
viviparidade, pois a retencdo prolongada dos ovos fornece ao embrido um local mais
quente e estavel para o seu desenvolvimento, diferente da experiéncia que ele teria no
ninho (SHINE, 1985; SHINE et al.,, 2002). A hipotese sugere, portanto, que o
desenvolvimento da viviparidade em Squamata se deu como forma de adaptacdo a
estas temperaturas, o que culminou num aumento gradativo do tempo de retencdo dos
0vos no Utero até 0 momento de postura dos mesmos (SHINE, 1985). Nestes casos, a
temperatura corpdrea materna € maior que a temperatura dos ninhos em regides de
clima frio, 0 que ndo acontece em areas mais quentes, nas quais a temperatura do
ninho é maior que a temperatura do corpo da progenitora (BRAZ, 2013).

Algumas observacfes feitas em espécies reprodutivamente bimodais — que
apresentam populacbes oviparas e viviparas, mas que habitam &reas geograficas
distintas (ARRAYAGO et al., 1996; QUALLS et al., 1996; SHINE et al., 1997;
HEULIN et al.,, 1999; SMITH et al., 2001) — como Lacerta vivipara, Lerista
bougainvilli e Saiphos equalis, sugerem que essa evolugdo envolveu um aumento
gradual na retencdo dos ovos, que tornou-se tdo extensa a ponto de o filhote ser
expelido com o desenvolvimento completo, caracterizando, assim, viviparidade
(ANDREWS; MATHIES, 2000).

Para os Amphisbaenia h& poucas informagdes disponiveis. A ocorréncia de
viviparidade é conhecida até 0 momento apenas em Trogonophis wiegmanni (BONS;
SAINT-GIRONS, 1963). Entre os representantes da familia Amphisbaenidae, foram
observadas fémeas com embriGes em avancado estadgio de desenvolvimento e sem
sinal de casca em Loveridgea ionidesii (GANS, 1962) e Monopeltis capensis
(VISSER, 1967). Estas observacdes salientam a ocorréncia de longos periodos de
retencdo do embrido pelas fémeas destas espécies, embora ndo seja possivel afirmar se

as mesmas mantém o embrido até o seu desenvolvimento completo (SANTQOS, 2013).
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Para estudos embrioldgicos, tabelas de desenvolvimento sdo ferramentas
indispensaveis (HOPWOOD, 2007), pois dividem o processo de desenvolvimento em
um conjunto de estagios que facilitam a identificacdo e alocacdo dos embrides (RAPP
PY-DANIEL et al., 2016). No estudo do desenvolvimento embrionario de répteis
Squamata, € referéncia fundamental a tabela de Dufaure e Hubert (1961), proposta em
estudo sobre o lagarto Lacerta vivipara. Nesta tabela, os autores classificam o
desenvolvimento embrionario do estagio 0, correspondente a fecundagdo, ao estagio
40, que representa o nascimento. Eles utilizam eventos importantes para classificar o
estadgio de desenvolvimento em que o embrido se encontra, como por exemplo, a
gastrulacéo, que ocorre entre os estagios 5 e 10; neurulacdo (10-15), desenvolvimento
da vesicula cardiaca e subdivisdo das vesiculas encefalicas (23), formacdo das
vesiculas dpticas, cristalino e ctpula dptica (24-29), desenvolvimento e diferenciacao
das fendas branquiais (26-30), pigmentacgédo dos olhos (30-35), aparecimento de brotos
dos membros (27-40) e diferenciacdo completa dos digitos (36). Oposto aos
Testudines, Teideos e Chamaeleo chamaeleon que pdem seus ovos enquanto o
embrido ainda estd na fase de gastrula (BONS; BONS 1960), a ovipostura dos
Squamata ocorre em torno do estagio 30, como foi observado em L. vivipara
(DUFAURE; HUBERT, 1961), sendo a maioria das posturas de ovos das demais
espécies de Squamata realizadas quando os embrides encontram-se entre 0s estagios
26 e 33 (ANDREWS; MATHIES, 2000).

A retencdo uterina é considerada prolongada quando ultrapassa o estagio 33 e
muito rara entre os estagios 33 e 40 (ANDREWS; MATHIES, 2000), ou seja, ha
poucas espécies oviparas que realizam a postura dos ovos com embrides em estagios
avancados de desenvolvimento, sugerindo que a transicdo da oviparidade para a
viviparidade tenha ocorrido rapidamente ou que formas intermediarias sejam pouco
adaptativas (BLACKBURN, 1995). Em contrapartida, as espécies bimodais, como
lagartos das familias Lacertidae e Scincidae, sugerem que a transi¢do da oviparidade
para a viviparidade pode ser gradual (ANDREWS; MATHIES, 2000).

Considerando os dados existentes atualmente sobre retencdo de ovos em
Squamata, nota-se que estdo restritos apenas aos lagartos e serpentes (ANDREWS;
MATHIES, 2000), sem nenhum estudo voltado para o periodo de retencdo dos ovos
em Amphisbaenia. Apenas Montero et al. (1999) apresenta um estudo dedicado a
embrides de anfisbenas, analisando o desenvolvimento do cranio em Amphisbaena

darwinii.
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Assim, faz-se necessario um estudo que tenha como objetivo obter mais
informacdes acerca da biologia do desenvolvimento de Amphisbaenidae e da evolugéo
dos modos reprodutivos no grupo.

Fonte: OLIVEIRA, L. S. M., 2019
Figura 1. Embrido de Leposternon infraorbitale em estagio 30 do desenvolvimento.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estimar a extensdo do periodo de retencdo de ovos de cinco espécies de
Amphisbaenidae ocorrentes no Brasil (Amphisbaena alba, Amphisbaena dubia,
Amphisbaena kingi, Amphisbaena munoai e Leposternon infraorbitale), com base em

analises de embrides.

2.2 Objetivos Especificos

e Dissecar ovos de 5 espécies de Amphisbaenidae coletados previamente, para
obtencgédo de embrides.

e Analisar as fases do desenvolvimento em que se encontram 0s embrides das
espécies analisadas por meio da identificacdo das estruturas morfoldgicas
desenvolvidas.

e Estimar a taxa de retencdo de ovos de anfisbenas, comparando os embrides
analisados com estudos ja publicados sobre retencao e desenvolvimento embrionéario

em Squamata.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta dos dados

Para a obtencdo dos dados no presente estudo, foram utilizadas 20 amostras de
ovos anfisbenas de cinco espécies ocorrentes no Brasil — Amphisbaena dubia Muller
1924, Amphisbaena munoai Kapplenbach 1960, Leposternon infraorbitale Berthold
1859, Amphisbaena kingii Bell 1833 e Amphisbaena alba Linnaeus, 1758 - retirados
diretamente do oviduto de fémeas fixadas em cole¢Oes zooldgicas brasileiras, em um
projeto anterior. As fémeas haviam sido fixadas em formaldeido 10%, e se mantém
preservadas em etanol 70% desde a data de coleta. O material coletado também esta
preservado em etanol 70%.

A tabela 1 apresenta o nimero de identificacdo dos espécimes nas suas colecoes
de origem, além das datas de coleta dos espécimes na natureza, segundo dados

registrados nessas colecdes.
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Tabela 1. Nimero de tombo dos espécimes a partir dos quais foram coletados os ovos utilizados neste

estudo, respectivas espécies e data de coleta de cada fémea.

ID - Colecdo Espécie Data de coleta
MCP 15799 A. munoai 12/12/2004
MCP 12070 A. munoai 15/11/2000
MCP 15785 A. munoai 28/11/2004
MCP 12073 A. munoai 02/12/2000
MCP 15805 A. munoai 23/11/2004
UFMT 3279 L. infraorbitale 02/10/2002
UFMT 3279 L. infraorbitale 02/10/2002
UFMT 301 L. infraorbitale 10/2002
UFMT 302 L. infraorbitale 10/2002
UFMT 3382 L. infraorbitale 1 a 3/10/2002
UFMT 3348 L. infraorbitale 3/10/2002
UFMT 3313 (1) L. infraorbitale 01/10/2002
UFMT 3313 (2) L. infraorbitale 01/10/2002
UFMT 3310 (1) L. infraorbitale 03/10/2002
UFMT 3310 (2) L. infraorbitale 03/10/2002
UFMT 3312 A. alba 08/10/2002
CRIB 410 A. dubia 24/11/2005
CRIB 409 A. dubia 22/11/2006
CRIB 384 A.dubia 11/2006
MCP 15779 Akingii 23/11/2004

MCP: Museu de Ciéncias e Tecnologia da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul;
UFMT: Universidade Federal do Mato Grosso; CRIB: Instituto Butantan.
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3.2 Registro fotografico e dissec¢do das amostras

Os ovos foram colocados em placas de Petri contendo etanol 70% para ndo
haver ressecamento e possivel perda do material. Com o auxilio de um paquimetro as
medidas de diametro e comprimento dos ovos foram tiradas. A superficie dos ovos foi
analisada por completo sob estereomicroscopio trinocular Zeiss ®, conectado ao
sistema de captura e andlise de imagens Axio Vision ®. Todos os ovos foram
fotografados com o software antes de qualquer interferéncia no material. Apos a
identificacdo de regides com potencial para abrigar um embrido - ja que 0S mesmos
geralmente desenvolvem-se na superficie do ovo (ELINSON, 1997) -, com o auxilio de
pinca e estiletes de disseccdo de ponta fina, iniciou-se a dissec¢do dos ovos.

A retirada do vitelo se deu de forma cuidadosa e inteiramente sob a lente do
estereomicroscopio, a fim de preservar as regides que poderiam conter o embrido em
algum estagio de desenvolvimento. Apds a disseccdo de cada ovo, o vitelo retirado foi
guardado em um recipiente com etanol 70% e identificado.

3.3 Analise das amostras

Os ovos fotografados foram fotografados e medidos. Todos os embrides
encontrados foram fotografados com o auxilio do estereomicroscopio trinocular Zeiss
®, conectado ao sistema de captura e analise de imagens Axio Vision ®, além de
medidos com o software, a fim de obter o comprimento total (mm), didmetro total (mm)
e, quando possivel, comprimento da espiral da cauda (mm), didmetro da vesicula do
coracdo (mm), bem como o numero de somitos desenvolvidos, e presenca e quantidade
de fendas branquiais abertas. Apds analise, o material foi preservado em etanol 70% e
identificado.

Com base nos estudos desenvolvidos por Dufaure e Hubert (1961), para o
lagarto Lacerta vivipara, bem como o estudo de Rapp Py-Daniel et al. (2016), para
Tropidurus torquatus, os embrides coletados nos ovos foram analisados considerando
estruturas desenvolvidas, tais como: vesicula do coracdo, espiral da cauda, fendas
faringeas desenvolvidas, numero de somitos visiveis, vesicula optica desenvolvida e

pigmentada, e vesiculas encefalicas subdivididas.
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4. RESULTADOS

Foram analisados vinte ovos no total: cinco ovos de Amphisbaena munoai, dez
de Leposternon infraorbitale, trés de Amphisbaena dubia, um ovo de Amphisbaena
kingii e um ovo de Amphisbaena alba. Apds as analises dos ovos, dez embrides em
estagios variados de desenvolvimento foram identificados e alguns foram destacados
cuidadosamente do vitelo, a fim de preservar todas as suas estruturas.

A tabela 2 apresenta a identificagdo das amostras obtidas, bem como medidas de
comprimento (mm) e didmetro (mm) do ovo e dados sobre a presenca ou auséncia de

embrido com estruturas desenvolvidas.
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Tabela 2. Identificacdo das amostras, medidas de comprimento (mm) e didmetro (mm) do ovo e presenca
ou auséncia de embrido desenvolvido.

Espécie Diametro Comprimento Presenca de embrido visivel
P ID (mm) (mm) ¢

A. alba UFMT 3312 15 49 NAO

A. dibia CRIB 384 8 26 NAO

A. dibia CRIB 409 9 32 NAO

A. dibia CRIB 410 7 28 NAO
A. munoai MCP 15799 3 18 SIM (bem desenvolvido)
A. munoai MCP 12070 3 21 SIM (estagio precoce)
A. munoai MCP 15785 3 16 SIM (estagio precoce)
A. munoai MCP 12073 3 21 NAO
A. munoai MCP 15805 3 22 SIM (estagio precoce)

A. kingii MCP 15779 6 27 SIM (estagio precoce)
. infraorbitale UFMT 3310 14 51 NAO
. infraorbitale UFMT 3279 10 33 NAO
. infraorbitale UFMT 3279 14 53 SIM (bem desenvolvido)
. infraorbitale UFMT 301 13 52 SIM (bem desenvolvido)
. infraorbitale UFMT 302 12 51 SIM (bem desenvolvido)
. infraorbitale UFMT 3382 12 51 NAO
infraorbitale ey 3348 13 59 NAO
.infraorbitale  UFMT 3313 (1) 15 51 SIM (bem desenvolvido)

L. infraorbitale UFMT 3313 (2) 16 50 SIM (bem desenvolvido)
L. infraorbitale UFMT 3310 14 52 NAO

Os embrides analisados estdo descritos a seguir e organizados por espécie,
considerando o estagio estimado de desenvolvimento.

Dos cinco ovos de Amphisbaena munoai analisados, quatro apresentaram massa
embrionaria ou embrido em estagio avancado de desenvolvimento (MCP 15805, MCP
12070, MCP 15785, MCP 15799) (figura 2).

A amostra de A. munoai MCP 15805, retirada do oviduto de uma fémea coletada

em 23/11/2004, apresentou apenas uma massa embrionaria precoce (figura 2.A). O ovo
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possuia uma regido disforme e de cor mais clara com relacéo a coloracao do vitelo, mas
nenhuma estrutura evidente desenvolvida. As caracteristicas observadas correspondem
as apresentadas no estagio 2 do desenvolvimento que, conforme o documentado na
literatura (DUFAURE; HUBERT, 1961; KHANNOON; EVANS, 2013; RAPP PY-
DANIEL,; et al., 2016), € marcado pela formacdo de um disco embrionario pavimentado
composto de, em média, 6 pequenos blastbmeros.

O ovo MCP 12070, de uma fémea de A. munoai, coletada em 15/11/2000,
apresentou uma regido concéntrica, na forma de disco e com a periferia saliente, além
de possuir uma coloracdo mais clara que o restante do ovo (figura 2.B). As
caracteristicas apresentadas na amostra sdo equivalentes ao estdgio 3 do
desenvolvimento que, de acordo com o estudo de Dufaure e Hubert (1961), é
representado por um disco embriondrio que possui trés categorias distintas de
blastbmeros de tamanhos diferentes. Grandes células periféricas e de divisdo mais lenta
formam uma saliéncia ao redor da regido central, que é subdividida e apresenta a mitose
das células mais acelerada em um polo do que no outro.

O ovo MCP 15785 de A. munoai, de uma fémea coletada em 28/11/2004,
apresentou uma estrutura concéntrica e pigmentada localizada na superficie da regido
central da amostra (figura 2.C). Sugere-se que esta estrutura seja a vesicula éptica em
estagio precoce de desenvolvimento. Com base no material de referéncia (DUFAURE;
HUBERT, 1961), a vesicula dptica toma forma e a pigmentacdo inicia-se a partir do
estagio 25 do desenvolvimento, juntamente com a tor¢do completa do embrido e o
inicio da individualizagdo dos arcos mandibulares e do arco hioide.

A amostra MCP 15799, de 12/12/2004, também de A. munoai, apresentou um
embrido bem desenvolvido localizado superficialmente na regido central do ovo (figura
2.D). Com base nas caracteristicas identificadas no embrido, tais como a vesicula do
coragdo pouco protuberante, é possivel estimar que o embrido encontra-se no estagio 27.
Nesta fase do desenvolvimento, o embrido apresenta cerca de 15 somitos, vesicula
cardiaca em desenvolvimento e inicio da subdivisdo das vesiculas encefalicas, o que foi

observado na amostra.
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Fonte: OLIVEIRA, L. S. M., 2019

Figura 2. Embriées de Amphisbaena munoai em diferentes estagios de desenvolvimento. (A) Massa
embrionaria (ME) (MCP 15805) em estagio 2. (B) Disco embrionario (MCP 12070) em estagio 3 do
desenvolvimento, marcado pela facil distincdo entre as trés categorias distintas de blastémeros. (C)
Embrido em estagio 25 do desenvolvimento (MCP 15785). (D) Embrido em estagio 27 (MCP 15799),
apresentando a vesicula cardiaca (VC) em desenvolvimento, por volta de 15 somitos e inicio da
subdivisdo das vesiculas encefalicas (VE).

ME: Massa embrionaria; SV: Somitos vertebrais VVC: Vesicula cardiaca; VE: Vesiculas encefélicas; VO:
vesicula éptica.

Dentre as dez amostras de Leposternon infraorbitale analisadas, cinco amostras
continham um embrido em estagio avancado de desenvolvimento (UFMT 3279, UFMT
302, UFMT 301, UFMT 3313 (1), UFMT 3313(2)).

A amostra UFMT 3279 (figura 3.A), proveniente de uma fémea coletada em
02/10/2002, assim como UFMT 302 (figura 3.B) de 10/2002, UFMT 301 (figura 3.C)
de 10/2002 e UFMT 3313 (1) de 01/10/2002, todas de L. infraorbitale, apresentaram
caracteristicas facilmente observaveis, tais como o enrolamento da cauda (EC),e a
vesicula éptica desenvolvida e pigmentada (VO). Além disso, as vesiculas encefalicas
apresentaram-se subdivididas e fendas branquiais completamente formadas e isoladas
uma da outra. De acordo com o estudo para Lacerta vivipara (DUFAURE; HUBERT,

1961), estas estruturas desenvolvem-se a partir do estagio 30.
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O embrido da amostra 3313 (2), de L. infraorbitale (figura 3.E) de 01/03/2002,
apresentou coragdo e somitos desenvolvidos, vesiculas encefélicas subdivididas e olho
completamente formado e pigmentado. Além destas caracteristicas, 0 cranio
cartilaginoso provavelmente estava formado e o rostro, como visto na figura 2.E,

desenvolvido. Estas caracteristicas correspondem ao estagio 32 do desenvolvimento.
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Fonte: OLIVEIRA, L. S. M., 2019

Figura 3. Embrides de Leposternon infraorbitale em diferentes estadgios de desenvolvimento. (A)
Embrido em estagio 30 (UFMT 3279). (B) Embrido em estagio 30 do desenvolvimento (UFMT 302),
marcado pela facil distingdo das vesiculas encefalicas (VE), fendas branquiais (FB), vesiculas Opticas
desenvolvidas e em processo de pigmentacdo (VO) e espiral da cauda com duas voltas e meia (EC). (C)
Embrido em estagio 30 do desenvolvimento (UFMT 301). (D) Embrido em estdgio 30 do
desenvolvimento embrionario (UFMT 3313 (1)). Embrido em estagio 32 do desenvolvimento (UFMT
3313 (2)), apresentando vesicula dptica completamente desenvolvida e pigmentada, vesicula cardiaca
(VC), somitos vertebrais (SV) desenvolvidos, cranio cartilaginoso formado e rostro proeminente.

VE: Vesicula Enceféalica; FB: Fendas Branquiais; VO: Vesicula Optica; EC: Espiral da Cauda; VC:
Vesicula Cardiaca.
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Uma amostra de Amphisbaena kingii foi analisada e notou-se a presenca de uma
estrutura em relevo e de coloracdo mais clara, diferente do restante do ovo, que pode
representar um embrido em desenvolvimento (MCP 15779). O ovo foi coletado em
23/11/2004 (figura 4) e encontra-se em um estagio precoce do desenvolvimento
embrionario, pois apresentou apenas uma regido de coloracdo distinta do restante do
ovo. Além da massa embrionaria em desenvolvimento inicial, a amostra possui um
sulco mediano que representa o primeiro esbo¢o da cavidade nervosa e um blastéporo
em formato de U invertido. Considerando estas caracteristicas, conclui-se, com base no
estudo para Lacerta vivipara (DUFAURE; HUBERT, 1961), que o embrido encontra-se
no estagio 11 do desenvolvimento.

A figura 4 apresenta o embrido em desenvolvimento precoce de Amphisbaena
kingii.

Fonte: OLIVEIRA, L. S. M., 2019

Figura 4. Amostra de Amphisbaena kingii (MCP 15779) apresentando massa embrionaria em estagio 11
do desenvolvimento, marcado pelo desenvolvimento de um blastéporo em formato de U invertido,
representando a extremidade anterior do campo cefalico, além da presenca do primeiro esboco da
cavidade nervosa, caracterizado por um sulco mediano.
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Trés ovos de Amphisbaena dubia e um ovo de Amphisbaena alba foram
analisadas, sem sinal de massa embrionaria ou embrido em desenvolvimento.

A Tabela 3 apresenta o registro na colecdo, espécie, informagdes de didmetro
(mm) e comprimento (mm) dos embriGes, estagio estimado dos embrides, e estruturas
caracteristicas que permitiram inferir o estagio de desenvolvido embrionario, com base

nas tabelas utilizadas como referéncia.
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Tabela 3. Nimero de registro em colecao, espécie dos embrides, diametro (mm), comprimento (mm) do
embrido, estagio de desenvolvimento estimado e breve caracterizacdo do estagio de desenvolvimento.

ID — Colecéo Espécie Diametro  Comprimento Estagio Caracterizacdo do estagio
(data de (mm) (mm) estimado
coleta)
MCP 15805 A. munoai 2 3 2 2: Formagdo de disco
(23/11/2004) embrionario (6 blastdmeros,
em média).
MCP 12070 A. munoai 2 3 3 3: Disco embrionario com trés
(15/11/2000) categorias de blastdmeros.
MCP 15785 A. munoai 3 3 25 25: Formagdo da vesicula
(28/11/2004) Optica e inicio da
pigmentacéo.
MCP 15799 A. munoai 3 4 27 27: Desenvolvimento inicial
(12/12/2004) da vesicula do coracdo; em
torno de 15 somitos.
UFMT 3279 L. infraorbitale 10 8 30
(02/10/2002)
30: Vesiculas encefélicas
UFMT 302 L. infraorbitale 11 7 30 Subd|V|d|daS, vesicula
10/2002 P .
(10/2002) Optica pigmentada,
UFMT301 L. infraorbitale 12 7 30 coragdo desenvolvido,
(10/2002) fendas branquiais
formadas, espiral da cauda
UFMT L. infraorbitale 11 6 30 formada.
3313(1)
(01/10/2002)
UFMT L. infraorbitale 13 8 32 32: Cranio cartilaginoso
3313(2) formado e rostro
(01/10/2002) desenvolvido.
MCP 15779 A. kingii 3 4 11 11: Formagcao do blastoporo e
(23/11/2004) sulco mediano (cavidade

nervosa).
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5. DISCUSSAO

Todos os embrides analisados encontram-se entre o0s estagios 2 e 32 do
desenvolvimento embrionario. Os ovos das fémeas de A. munoai MCP 15805 (estagio
2), MCP 12070 (estagio 3), MCP 15785 (estagio 25), MCP 15799 (estagio 27))
coletadas em 23/11/2004, 15/11/2000, 28/11/2004 e 12/12/2004, respectivamente,
demonstram que, durante esse periodo — entre 0s estagios 1 e 27 - a fémea permanece
com 0s ovos retidos no Utero. As datas representam o dia e més em que as fémeas foram
coletadas e fixadas. Os dados sobre os estagios em que se encontram os embrides de
Amphisbaena munoai sugerem que a copula precede o més de novembro, ou seja,
ocorre durante a primavera, e a fémea retém os ovos no Utero até, pelo menos, 0 més de
dezembro. Estas informagdes corroboram os resultados obtidos por Balestrin e Capellari
(2011) em seus estudos sobre ciclo reprodutivo de Amphisbaena munoai e Amphisbaena
kingii. Segundo eles, ambas as espécies apresentam reproducao sazonal, com a cépula
ocorrendo durante a primavera (BALESTRIN; CAPPELLARI, 2011).

As amostras de L. infraorbitale UFMT 3279 (estagio 30), UFMT 302 (estagio
30), UFMT 301 (estagio 30), UFMT 3313 (1) (estagio 30), e UFMT 3313 (2) (estagio
32)) provindas de fémeas coletadas em 02/10/2002, 10/2002, 10/2002, 01/10/2002,
01/10/2002, respectivamente, demonstram que pelo menos até o estagio 32 o embrido
permanece em desenvolvimento no interior do trato reprodutivo da fémea, indicando
que a retencdo de ovos para as espécies analisadas ocorre por um periodo prolongado,
assim como o observado em estudos para o0s outros Squamata (ANDREWS; MATHIES,
2000).

Além disso, segundo Santos (2013), os dados de ciclo reprodutivo de L.
infraorbitale sugerem que a copula se da provavelmente entre agosto e setembro, ou
seja, ocorrendo ao final da estacdo seca, 0 que coincide com os dados aqui obtidos, ja
que os embrides encontravam-se em um avancado estagio de desenvolvimento quando
foram coletados em outubro, no inicio da estacdo chuvosa no Cerrado do Estado do
Mato Grosso, regido do Brasil com marcada sazonalidade (AB’SABER, 2007).

Além disso, as estruturas desenvolvidas nos embrides, como o0 cranio
cartilaginoso e rostro em UFMT 3313 (2) em estagio 32, demonstram que as fémeas
retém os ovos por longos periodos, e sugerem que a retencdo pode ser de prolongada
para a espécie Leposternon infraorbitale e, portanto, a postura seja feita no final do
desenvolvimento embrionario, ou ainda, que a espécie seja bimodal, considerando o

registro de nascimento da espécie a partir de ovos feito por Jared et al. (1999).
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Quanto a Amphisbaena kingii, um estudo realizado com espécimes da Argentina
(VEGA, 2001) concluiu que a fase reprodutiva da espécie ocorre entre julho e
novembro. Neste trabalho, um ovo de A. kingii foi analisado (MCP 15779) provindo de
uma fémea coletada em 23/11/2004 e um embrido em desenvolvimento precoce foi
identificado. Caracteristicas como o desenvolvimento do blastoporo e da cavidade
nervosa estdo presentes no estagio 11 do desenvolvimento, segundo a tabela de Dufaure
e Hubert (1961). Este embrido corrobora as informagdes sobre estacao reprodutiva de A.
kingii (VEGA, 2001), sugerindo que a primavera é o periodo de cdpula dessa espécie.

Os ovos de Amphisbaena dubia (CRIB 410, CRIB 409, CRIB 384) provenientes
de fémeas coletadas em 24/11/2005, 22/11/2006, 11/2006, respectivamente, e
Amphisbaena alba (UFMT 3312) de fémea coletada em 08/10/2002, ndo possuiam
embrido visivel em desenvolvimento, sugerindo, portanto, que a fecundacéo era recente
ou que ainda ndo havia ocorrido.

Levando em conta que todos os embrides foram retirados diretamente do oviduto
das fémeas gravidas e, baseando-se nas estruturas desenvolvidas nos embrides, pode-se
estimar, portanto, que o periodo de copula de Amphisbaena munoai precede o més de
novembro, e de Leposternon infraorbitale precede o més de outubro. Em A. munoai, a
fémea retém os ovos em desenvolvimento pelo menos até o més de dezembro. Além
disso, estima-se que a retencdo de ovos para as espécies analisadas pode decorrer até os
estagios 28 a 33, cerca de 2/3 a 3/4 do periodo total de desenvolvimento embrionario.
Os resultados obtidos com este trabalho corroboram as informagbes presentes na
literatura para a retencdo de ovos em outros Squamata (DUFAURE; HUBERT, 1961,
RAPP PY-DANIEL; et al., 2016).
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6. CONCLUSAO

Para os Amphisbaenia a dificuldade de observagdo e coleta de espécimes impde
desafios para desenvolvimento de conhecimentos aprofundados acerca da biologia do
grupo. Com relacdo aos Squamata, notou-se a existéncia de variados estudos sobre a
biologia reprodutiva de serpentes e lagartos. Este trabalho demonstrou que, assim
como para os demais Squamata, a retengdo de ovos em Amphisbaenidae ocorre por
periodos prolongados, sugerindo que a retencdo seja 0 estagio intermediario no
desenvolvimento da viviparidade.

Os embrides analisados trouxeram informac6es adicionais para estimar o periodo
de copula de espécies de Amphisbaenidae. Embrides encontrados nas fémeas de
Amphisbaena munoai sugerem que o periodo de retencdo ocorre até os estagios 28 a
33 do desenvolvimento embrionario, como é observado para os demais Squamata.
Caracteristicas como vesicula cardiaca junto ao sistema circulatorio, espiral da cauda e
vesiculas encefalicas, que se desenvolvem em estagios avangados do desenvolvimento
demonstram que o periodo de retencdo é prolongado. Além desta informacdo, os
embrides encontrados nas fémeas de L. infraorbitale demonstram que a retencdo é
prolongada (até, pelo menos, o estagio 32) e pode ser completa.

Com base nas datas de coleta das fémeas gravidas e a area de ocorréncia das
espécies analisadas, p6de-se estimar que, para Leposternon infraorbitale, o periodo de
cépula condiz com a estacdo da primavera e inicio do verdo, representando a estacao
chuvosa. Ndo encontrar embrides nos ovos de A. dubia e A. alba demonstra que,
possivelmente, a fecundacgéo era recente ou ainda n&o havia ocorrido, sugerindo que o

periodo de cOpula para estas espécies difere das demais analisadas.
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