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RESUMO

MORAES-e-SILVA, Ramon Brum de. Analise da Microestrutura de Escamas de Serpentes
Xenodontinae em Associacdo a Ocupacao de Diferentes Microhabitats. 2009. Xp Dissertacio
(Mestrado em Biologia Animal, Ecomorfologia). Instituto de Biologia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

A morfologia dos organismos pode relacionar-se com o ambiente. Contudo, muitas serpentes sao
tdo semelhantes em seus padrdes morfolégicos que se torna dificil distinguir divergéncias
adaptativas a olho nu. Diversos autores sugerem que as microornamentacdes das escamas de
répteis tém significancia funcional. Nosso trabalho comparou variacdes na micromorfologia da
superficie das escamas de diferentes espécies de serpentes da subfamilia Xenodontinae com
microhabitats distintos, a saber: Sibynomorphus mikani (terrestre), Imantodes cenchoa (arborea),
Helicops modestus (aquatica) e Atractus pantostictus (fosséria). Foram retiradas da regido
mediana do corpo das serpentes escamas dorsais, laterais e ventrais. Apods isso, foram
pulverizadas com ouro e analisadas através da microscopia eletronica de varredura (MEV). As
espécies apresentaram microestruturas similares, como microcovas e espiculas quase sempre
direcionadas para a regido caudal das escamas. Porém, diferencas na forma e no padrdo
microestrutural foram singulares em cada espécie. Sibynomorphus mikani e I. cenchoa mostraram
espiculas grandes e enfileiradas que sobrepdem as camadas subseqiientes na superficie das
escamas. Em espécies com longas denticulagdes sobrepostas sobre as bordas posteriores, é
esperada maior resisténcia friccional da direcdo posterior para a anterior das escamas. Tal
disposicdo pode favorecer a locomog¢ao desses animais em ambientes que requerem mais atrito
para a locomocdo. Em H. modestus, as espiculas sd3o menores e mais afastadas das fileiras
posteriores, sugerem uma diminui¢do da forca de resisténcia a dgua durante a natacdo. As
microcovas, mais rasas, observadas nesta espécie, podem reter substancias impermeabilizantes,
como ja verificado em outras serpentes Colubridae aqudticas. As espiculas fundidas as camadas
posteriores nas escamas de A. pantostictus formam uma superficie mais regular e sugerem neste
tipo de locomocao fossoéria, ajudar na locomocao, reduzindo o atrito entre escama e o solo. Os
dados analisados reforcam a idéia da importancia funcional das microestruturas, contribuindo na
adaptacdo dessas serpentes aos seus respectivos microhabitats.

Palavras-chave: Escamas, MEV, Microestrutura, Serpentes.
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ABSTRACT

MORAES-e-SILVA, Ramon Brum de. Analysis of the Microstructure of Xenodontinae Snake
Scales Associated to Different Habitat Occupation Strategies. 2009. Xp. Dissertation (Master
Science in Biology, Ecomorphology) Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica , RJ, 20009.

The morphology of many organisms seems to be related to the environment they live in.
Nonetheless, many snakes are so similar in their morphological patterns that it becomes quite
difficult to distinguish any adaptive divergence that may exist. Many authors suggest that the
microornamentations on the scales of reptiles have important functional value. Here, we
examined variations on the micromorphology of the exposed oberhautchen surface of dorsal,
lateral, and ventral scales from the midbody region of Xenodontinae snakes: Sibynomorphus
mikani (terricolous), Imantodes cenchoa (arboreal), Helicops modestus (aquatic) and Atractus
pantostictus (fossorial). They were pulverized with gold and analyzed by scanning electron
microscopy (SEM). All species displayed similar microstructures, such as small pits and spinules,
which are often directed to the scale caudal region. On the other hand, there were some singular
differences in scale shape and in the microstructural pattern of each species. S. mikani and I
cenchoa have larger spinules arranged in a row which overlap the following layers on the scale
surface. Species with large serrate borders are expected to have more frictional resistance from
the caudal-cranial direction. This can favor life on environments which require more friction,
facilitating locomotion. In H. modestus, the spinules are smaller and farther away from the
posterior rows, which should help reduce water resistance during swimming. The shallower small
pits found in this species can retain impermeable substances, as in aquatic Colubridae snakes.
The spinules adhering to the caudal scales of A. pantostictus seem to form a more regular surface,
which probably aid their fossorial locomotion, reducing scale-ground friction. Our data appear to
support the importance of functional microstructure, contributing to the idea of snake species’
adaptation to their preferential microhabitats.

Key words: Microstructure, Scales, SEM, Snakes.
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1 INTRODUCAO

A morfologia dos organismos estd geralmente associada aos seus ambientes,
presumivelmente porque as expressoes genéticas estdo inseridas na populacdio ou a nivel
individual adequando os organismos as condi¢des locais (Aubret et al., 2004). Os estudos dos
efeitos da morfologia sobre o desempenho sao fundamentais para inferir sobre os hédbitos de um
organismo (Wainwright, 1991). A abordagem ecomorfolégica busca o entendimento do papel da
arquitetura do organismo na sua interacdo com o ambiente, através de comportamentos e agdes
relevantes a sua sobrevivéncia (Wainwright & Reilly, 1994).

O desempenho nas tarefas relevantes para a sobrevivéncia veio como conseqiiéncia dada
pela fisiologia, e das adaptacdes morfoldgicas que influenciam na habilidade dos organismos em
interagir com o ambiente na obten¢do de recursos (Lauder, 1990). Estudos sobre as relacdes entre
ecologia e morfologia (ecomorfologia) dos animais podem explicar alguns pontos da selecdo
natural baseado na divisdo de recursos como espago e alimento em uma comunidade (Ribas et al.,
2004).

Contudo, muitas serpentes e outros Squamata sdo tdo parecidos em seus padroes
morfolégicos que se torna dificil distinguir divergéncias adaptativas, pois sdo imperceptiveis a
olho nu. A microscopia eletronica de varredura (MEV) vem a ser uma ferramenta de grande
importancia na descoberta de tais diferencgas, pois permite a andlise das microestruturas existentes
nesses animais.

A superficie das escamas dos répteis freqiientemente apresenta uma microornamentagao
de cristas, tubérculos ou espinhos (entre outras estruturas) (Storer et al., 1995). A epiderme dos
répteis estd organizada em uma seqiiéncia de camadas distintas originadas a partir de um extrato
germinativo (Calamante et al., 2005). Segundo Rubial (1968), a camada mais externa € chamada
“oberhaiichen” queratinizada, que seria a interface entre o animal e o ambiente, constituidas de
células microscopicamente esculpidas criando as caracteristicas morfoldgicas das escamas dos
répteis. As variagdes dos caracteres, tais como os padrdes das células epidérmicas e as esculturas
das superficies celulares, ddo lugar a uma diversidade de estruturas (microestruturas ou

microornamentacdes) de complexidade varidvel (Calamante et al., 2005). Inimeros estudos tém



sugerido uma significancia funcional para as microornamentacdes encontradas (Manderson,
1966; Porter, 1967; Steward & Daniel, 1973; Gans & Baic, 1977; Smith et al., 1982; Renous et
al., 1985; Arnold, 2002, Gower, 2003) ou simplesmente descrevem a microanatomia (Arroyo &
Cerdas, 1985; Chiasson & Lowe, 1989; Velloso et al., 2005). As microestruturas também tém
sido utilizadas como ferramentas taxonomicas (Hogue & Santos 1953; Dowling, 1972; Stewart &
Daniel, 1975) e nos estudos ontogenéticos e/ou evolutivos de Squamata (Peterson, 1985; Harvery

1993, 1995).

A subordem Serpentes é uma das maiores e mais diversas entre os répteis, apresentando
taxa com diferentes graus de especializac¢do para a ocupacao de uma igual diversidade de nichos.
Cada ambiente apresente niveis especificos de complexidade que exercem uma pressdo sobre a
morfologia através de fatores fisicos, tais como: temperatura, pressao gravitacional, umidade, por

exemplo, (Ricklefs & Miles, 1994).

Xenodontinae é uma subfamilia de serpentes Colubridae que t€m ocorréncia em todo o
continente americano sendo especialmente diversificados na América do Sul (Cadle, 1984a,
1985; Zaher, 1999; Franco & Ferreira, 2002) Das 294 espécies de serpentes registradas para o
Brasil, 194 (cerca de 50%) pertencem a essa subfamilia (Franco & Ferreira, 2002). Franca &
Aratjo (2007) mostraram que os Xenodontinae tém grande importancia ecoldgica,
principalmente na regido central do Brasil aonde a riqueza de espécies chega a ultrapassar 75%
do nimero total de Colubridae e soma mais da metade do nimero total de espécies existentes

dentre todas as familias e subfamilias conhecidas.
1.1 Breve apresentacao sobre a biologia das espécies estudadas:

Sibynomorphus mikani (fig. 1) é uma espécie de hdbito terricola e noturno, alimenta-se
preferencialmente de moluscos da familia Veronicellidae (Laporta-Ferreira et al., 1986; Salomao
& Laporta-Ferreira, 1994). Sdo oviparas (Amaral, 1970), e sua distribuicdo geogréfica abrange

todo o Sudeste do Brasil (Peters & Orejas-Miranda, 1970).



By: Guiseppe PUORTO

Figura 1. Espécie: Sibynomorphus mikani (Schegel, 1837) fazendo postura. Foto: Guiseppe
Puorto.
Classe: Reptilia
Ordem: Squamata
Subordem: Serpentes
Superfamilia: Colubroidea
Familia: Colubridae
Subfamilia: Xenodontinae
Tribo: Dipsadini

Género: Sibynomorphus



Atractus pantostictus (fig. 2) € uma serpente de hédbito fossério, muito provavelmente de
hébitos noturnos, alimenta-se de minhocas e pequenos vermes subterrdneos. E ovipara. Sua

distribuicdo geografica abrange o Paraguai e Sul do Brasil (Peters & Orejas-Miranda, 1970).

Figura 2. Atractus pantostictus (Boulenger, 1885). Foto: Guiseppe Puorto.
Classe: Reptilia
Ordem: Squamata
Subordem: Serpentes
Superfamilia: Colubroidea
Familia: Colubridae
Subfamilia: Xenodontinae
Tribo: Dipsadini

Género: Atractus



Imantodes cenchoa (fig. 3) é uma serpente de hédbito arbéreo e noturno, alimenta-se de
anfibios e lagartos (Greene, 1997). E ovipara. Sua distribuicio geogrifica abrange o Istmo
Tehuantepla, México, América Central e do Sul até o Paraguai e Bolivia (Peters & Orejas-

Miranda, 1970).

By: Gluseppe PUORTO

Figura 3. Imantodes cenchoa (Linnaeus, 1758). Foto: Guiseppe Puorto.

Classe: Reptilia
Ordem: Squamata
Subordem: Serpentes
Superfamilia: Colubroidea
Familia: Colubridae
Subfamilia: Xenodontinae
Tribo: Dipsadini

Género: Imantodes



Helicops modestus (fig. 4) é uma serpente de hdbito aquitico e noturno, se alimenta
basicamente de peixes (Amaral, 1970; Dixon & Soini, 1977; Striissman, 1992; Martins, 1994;
Marques, 1998; Alborea, 1999). Sdo viviparas (Amaral, 1970). Sua distribui¢do geogréfica é no
Sul e regido central do Brasil (Peters & Orejas-Miranda, 1970).

Figura 4. Helicops modestus (Glinther, 1861). Foto: Guiseppe Puorto.

Classe: Reptilia
Ordem: Squamata
Subordem: Serpentes
Superfamilia: Colubroidea
Familia: Colubridae
Subfamilia: Xenodontinae
Tribo: Dipsadini

Género: Helicops



1.2 Objetivos gerais:

e Verificar a existéncia de variacdes na microestrutura da superficie das escamas de
serpentes Xenodontinae, que ocupam diferentes microhabitats (terrestre, arboreo,
aquaético e fossorio).

e Ressaltar a relevancia das microestruturas nos estudos sobre adaptagdo destas

espécies para a exploracao de seus respectivos nichos.

1.3 Objetivos especificos:

e Analisar, comparativamente, os dados obtidos, a fim de se verificar a existéncia de
relacdes ecomorfoldgicas entre as microestruturas das escamas das espécies estudadas, e
sua contribuicdo na adaptacdo ao microhabitat o qual vive cada uma dessas serpentes,

objeto de estudo.

Nossa hipétese € de que existam diferencas significativas nas microestruturas das escamas
das espécies estudadas e que tais diferengas possam explicar seu melhor desempenho

locomotor, nos diferentes microhabitats, ou seja, arbdreo, terrestre, aquatico ou fossdrio.



2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas quatro espécies pertencentes a subfamilia Xenodontinae e que vivem em
microhabitats distintos: Sibynomorphus mikani (Schlegel, 1837) (12 fémeas e 7 machos;
terricola); Atractus pantostictus (Boulenger,1885) (9 fémeas e 11 machos; fossdria); Imantodes
cenchoa (Linneaus, 1758) (11 fémeas e 6 machos; arboérea); Helicops modestus (Giinther,1861)
(16 fémeas e 11 machos; aqudtica). Todos os animais utilizados eram adultos e sem qualquer tipo
de malformacdo ou problemas externos aparente. O material estudado é proveniente da colecdo
herpetoldgica do Setor de Herpetologia do Instituto Butantan de Sdo Paulo. As serpentes estavam
fixadas em solugdo de formaldeido a 2,5%.

Foram escolhidas serpentes da mesma subfamilia (Xenodontinae) na tentativa de se
evitar efeitos de fatores filogenéticos, que poderiam influenciar nas caracteristicas das
microestruturas estudadas nas escamas das espécies, objeto do estudo.

Para o estudo da microestrutura foram selecionados cinco individuos adultos (2 machos

e 3 fémeas) de cada espécie, os quais foram retiradas escamas dorsais, laterais e ventrais da
regido mediana do corpo. Depois de retiradas, as escamas foram colocadas em tubos numerados
e devidamente identificados por espécime e por espécie (fig. 5). Posteriormente, nos tubos foi
adicionado 4gua destilada e sabao liquido neutro para limpeza das escamas. Cada tubo foi
agitado manualmente por cerca de 1 minuto para que pudessem ser eliminadas provaveis
impurezas. Em seguida as escamas foram retiradas, enxaguadas em 4gua destilada e colocadas

para secar, em temperatura ambiente.



Figura 5. Foto ilustrativa de trés tubos contendo escamas retiradas de uma serpente caninana
(Spilotes pullatus). Os frascos estdo identificados, na seqiiéncia da esquerda para direita,
como contendo escamas dorsais, laterais e ventrais.

Para a observacio em MEV (microscépio eletronico de varredura), foram
confeccionadas placas de aluminio de 2cm? nas quais as escamas foram fixadas sobre pedacos
de fita dupla-face que estavam coladas sobre a superficie das placas ou simplesmente coladas
com cola de secagem rdpida (fig. 6). As placas apresentavam quadrantes numerados para que
se pudesse identificar a qual espécie pertencia cada escama e de que regido do corpo da
serpente a escama havia sido retirada. Este método permitiu observar um maior nimero de

escamas por sessdo de MEV (entre 5 a 6 escamas por sessao).



Figura 6. Imagem de uma placa de aluminio de 2cm? numerada na regido central da sua
margem superior onde foram coladas cinco partes de tecido contendo escamas.

Apés ser limpo e devidamente aderido para ulterior observagdo, o material foi
pulverizado com ouro (fig. 7). Posteriormente, as escamas foram observadas ao MEV e
fotografadas sob diferentes aumentos. Foram observados aspectos como: o formato das
microestruturas do contorno e o da superficie externa das escamas. O procedimento de
pulverizacdo e observacdo ao MEV foi realizado no Laboratério de Ultraestrutura Celular

Herta Meier da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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Figura 7. Imagem de uma placa de aluminio de 2cm?, apds o processo de metalizagao,
numerada na regido central da sua margem superior onde foram coladas as escamas.
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3 RESULTADOS

Nao foram encontradas diferengas intraespecificas significativas entre as
microestruturas encontradas nas escamas ventrais, dorsais e laterais, tdo pouco, entre
individuos machos e fémeas. A microestrutura da superficie das escamas revelou estruturas

comuns entre as espécies pesquisadas, como espiculas e covas (fig. 8).
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Figura 8. Fotomicrografia da superficie de uma escama lateral de Sibynomorphus mikani
(terrestre), em aumento de 7500X, mostrando as espiculas (A) enfileiradas e as microcovas (B)
sobre as camadas seguintes.

A maioria das escamas apresentou superficie recoberta com fileiras de placas alongadas,
que se sobrepdem umas as outras, como as fileiras de telhas de um telhado (fig. 9). Um grande
nimero de espiculas projeta-se sobre as placas seguintes a partir da borda inferior das placas
superiores (fig. 10). As espiculas estdo sempre orientadas na dire¢do caudal da escama (fig. 11),

no entanto, na maioria das fotografias, a direcdo caudal estd voltada para a parte superior da
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imagem. O grande nimero de covas presentes na superficie das escamas também € freqiiente e

o tamanho € relativamente uniforme (fig. 12).
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Figura 9. Fotomicrografia da superficie de uma escama lateral de Imantodes cenchoa
(arbdrea), em aumento de S000X, mostrando espiculas (A) e microcovas (B).
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Figura 10. Fotomicrografia da superficie de uma escama lateral de Sibynomorphus mikani
(terrestre), em aumento de 10000X, mostrando as espiculas (A) que se projetam sobre as
camadas inferiores.
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Figura 11. Fotomicrografia da superficie de uma escama lateral de Helicops modestus
(aquética), em aumento de 1500X, mostrando as espiculas voltadas para a dire¢do caudal da
escama.
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Figura 12. Fotomicrografia da superficie ventral de uma escama de Imantodes cenchoa
(arbdrea), em aumento de 7500X, mostrando, em destaque, as microcovas (A) de dimensodes
aparentemente uniformes.
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Os resultados mostram que em Sibynomorphus mikani e Imantodes cenchoa (figs. 8 € 9)
as espiculas s@o grandes e agudas, semelhantes aos “dentes” de um pente, e as microcovas
presentes nas superficies que intercalam as espiculas sdo abundantes.

As escamas da espécie Atractus pantostictus apresentaram um padrdo microestrutural
singular. As espiculas sdo evidentes, mas parecem estar fundidas as placas posteriores,
formando uma superficie mais uniforme, sem denticulagdes expostas (fig. 13). As covas ndo

foram observadas nas escamas desta espécie.

Sentido caudal
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Figura 13. Fotomicrografia da superficie de uma escama ventral de Atractus pantostictus
(fossoria), mostrando as espiculas fundidas as camadas posteriores em aumento de 7500X.

Os contornos de todas as escamas analisadas sdo lisas, ou seja, sem qualquer tipo de
protuberancias ou depressdes. Entretanto, nas escamas dorsais de Atractus pantostictus,
detectou-se a existéncia de uma drea totalmente lisa na superficie, contornando a

microornatentacdo do corpo da escama (fig. 14). Este fato ocorreu apenas nesta espécie.
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Figura 14. Fotomicrografia da superficie de uma escama dorsal de Atractus pantostictus

(fosséria), em aumento de 2000x, mostrando uma borda sem microestruturas aparentes.

Nas serpentes da espécie Helicops modestus, as placas encontram-se bem mais afastadas
entre uma aborda e outra do que nas demais espécies estudadas. Além disso, observando a
superficie das placas, foi possivel perceber que as covas ali presentes aparentam ser mais
rasas do que as covas presentes em S. mikani e 1. cenchoa. Outro dado importante, é que em
H. modestus as espiculas presentes na borda das placas parecem ser menores em comparaciao

com as outras espécies (fig. 15).
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Figura 15. Fotomicrografia da superficie de uma escama dorsal de Helicops modestus (aquatica),
mostrando suas espiculas menores e denticuladas, e as microcovas rasas, em aumento de 7500X.
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4 DISCUSSAO

As microornamentacdes dos Squamata podem ser facilmente estudadas utilizando-se a
microscopia eletronica de varredura (MEV) (Arnold, 2002). De acordo com este autor, as
variagdes de microornamentacdes encontradas em animais de habitats diversos fornecem uma
oportunidade de explorar essas variacdes num contexto histérico e funcional. Espiculas e covas
podem trazer vantagens para o aumento do atrito em répteis que vivem em rochas, como alguns
Squamata. Estruturas como as cristas longitudinais caracteristicas dos Squamata dpodes ou de

membros curtos podem facilitar na locomoc¢ao em superficies inclinadas (Smith et al., 1982).

As especializacdes locomotoras das serpentes refletem diferencas em sua morfologia,
associadas com diferentes modos de predacdo e com as propriedades dos substratos sobre os
quais se movem (Pough et al., 1999). Em lagartixas e Anolis as microestruturas aparentemente
deram origem as cerdas digitais que cobrem a superficie inferior das extremidades de seus dedos
e artelhos e que ajudam esses animais a subirem em superficies verticais (Storer et al., 1995).
Gower (2003) ndo descarta a idéia de que as variagdes nas microestruturas das escamas
correspondem a diferentes condicdes ambientais. Assim, no estudo das variedades
microestruturais, deve-se levar em conta os reflexos das pressdes seletivas ocasionadas pelas

peculiaridades de cada ambiente.

Analisando a microestrutura em escamas de serpentes Uropeltidae, Gower (2003) propos
que uma microornamentac¢do mais “lisa” e regular pode oferecer vantagens na vida subterranea,
possivelmente reduzindo a forca de adesdo dos solos imidos sobre as escamas dessas serpentes.
Stewart e Daniel (1973) relataram que as escamas lisas observadas em Anniella pulchra (um
lagarto fossorio) podem garantir mais efici€éncia na locomogao através do solo, pela diminui¢ao
do atrito. Superficies relativamente lisas podem ajudar a reduzir a fric¢do, especialmente em
espécies de hdbitos fossoriais (Calamante er al 2005). Essa idéia estd em concordancia com o
trabalho de Gans e Baic, (1977) no qual os autores afirmam que friccdo reduzida promove a
eficiéncia da ondulacdo lateral. Além disso, a baixa superficie de aderéncia pode diminuir o local
de desgaste da pele e a contaminacdo por detritos ambientais (Hazel et al 1999). As

microestruturas das escamas na espécie A. pantostictus parecem estar arranjadas de forma a
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auxiliar na diminui¢do do atrito durante a locomocao sob o solo. As espiculas fundidas a camada
inferior da carreira seguinte formam uma superficie menos irregular, portanto, mais lisa se
comparada a superficie das escamas de I. cenchoa, S. mikani e H. modestus.

Adicionalmente ou alternativamente, em espécies que possuem longas denticulacdes
sobrepostas sobre as bordas posteriores das escamas, é esperado que haja uma maior resisténcia
friccional da direcdo caudal para a direcdo cranial das escamas (Gower, 2003).

Nas espécies Sibynomorphus mikani e Imantodes cenchoa, nota-se uma variacdo na
concentracdo e no tamanho das espiculas, assim como nos espagos entre elas. Ambas tém habito
noturno, mas diferem entre si em relacdo ao nicho preferencial: S. mikani vive no solo (terrestre)
e I. cenchoa na copa das arvores (arboricola). Comparando com outras espécies da mesma
subfamilia nossos resultados sugerem uma estrita relac@o entre a variacdo do padrao das espiculas
e o hébitat preferencial dessas espécies (Velloso et al., 2005). As similaridades encontradas entre
S. mikani e I. cenchoa podem estar relacionadas com a capacidade de se locomoverem em
ambientes que requerem um maior grau de atrito. De acordo com Hazel et al. (1999), o arranjo
microestrutural ordenado pode funcionar para obter o sucesso na missdo de conseguir as
caracteristicas friccionais de adaptacdo. Espiculas grandes e agudas como as encontradas em 1.
cenchoa poderiam aumentar o poder de fixacdo da escama na superficie vertical durante a
escalada no tronco de uma arvore, por exemplo. Da mesma forma a microornamentagdo das
escamas de S. mikani pode promover uma melhora da eficiéncia durante a locomocao no solo.
Para Hazel et al. (1999), o raio de curvatura das espiculas induz o atrito da frente para trds e serve
como um efetivo bloqueio do movimento para tras.

Price (1982) encontrou similaridades morfoldgicas na microornamentag¢do das escamas em
serpentes de habitats aqudtico e arbdoreo, e aquitico e fossorio, concluindo que as
microornamentagdes t€m fungcdo mais taxondmica do que adaptativa. Martinez e Herndndez
(1999) propdem que os padrdes encontrados nas escamas das espécies de serpentes Colubridae L.
a. annulata, de habito arboreo, € L. a. ashmeadii, de habito terricola, estio em concordancia com
as conclusdes de Price (1982) de que as microestruturas das escamas dorsais nio estdo
relacionadas com o hébitat preferencial de cada espécie. Porém, Martinez e Herndndez (1999), no
mesmo trabalho, afirmam que as espiculas encontradas nas escamas de L. a. annulata sdo
maiores do que as encontradas em L. a. ashmeadii. Mesmo quando a forma microestrutural €

similar, o padrdao de distribuicdo e a organizacdo sdo diferentes, o que proporciona uma
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microestrutura propria de cada serpente (Arroyo & Cerdas, 1985). Talvez as diferentes
caracteristicas derivadas possam ser “escolhidas” pela selecdo natural se elas promovem uma
vantagem no desempenho, em situacdes particulares (Arnold, 2002).

A microornamentacao da superficie das escamas das serpentes H. modestus, provavelmente
pode ajudar na ocupagdo do ambiente aquatico, por esta espécie. Espiculas menores, de aspecto
serrilhado, em fileiras sobrepostas bem mais afastadas umas das outras, possivelmente
auxiliariam na diminui¢ao da forca de resisténcia provocada pelo movimento na dgua. Da mesma
forma, as covas muito rasas na superficie das escamas, sugerem um aumento do desempenho
hidrodinamico da serpente.

Chiasson e Lowe (1989) sugeriram que as covas presentes sobre a superficie das escamas,
de serpentes aquaticas da familia Colubridae, podem reter substdncias impermeabilizantes,
especulacio esta baseada na descoberta de 4cidos graxos presentes na cobertura das escamas
dessas serpentes. Segundo Hazel et al. (1999), o sistema continuo de microporos penetrando
através da pele da serpente pode funcionar como um sistema de liberacdo de uma mistura lipidica
para a lubrificacio antiadesiva. E provavel que esses dcidos graxos (ou similares) também
possam ser encontrados nas escamas de H. modestus, mas somente trabalhos posteriores trariam

respostas para esta hipotese.

Para Zizka (2002), as observacdes de diferencas nos padrdes vistos em escamas de
serpentes Colubridae, através de um nudmero limitado de espécies, indicaram que existem
modelos especificos para cada espécie, embora os efeitos do ambiente ndao devam ser
desprezados. De acordo com Velloso er al. (2005), a observa¢do de padrdes microestruturais
extremamente divergentes em serpentes permite concluir que, durante a evolucdo, surgiram
modificacdes ndo apenas em aspectos visiveis, mas também, em microestruturas e que tais
alteracdes permitiram aos organismos uma adaptacdo 6tima ao nicho ambiental no qual vivem.
Existem muitos registros a respeito dos possiveis efeitos do ambiente e do habitat ocupado sobre
a morfologia das escamas de serpentes (Price 1982). Stewart & Daniel (1973) ressaltam que as
diferencas nas microornamentacdes poderiam dar uma interpretacdo funcional. As investigagcdes
da significancia adaptativa em casos de divergéncias morfolégicas podem fornecer idéias de

novos complexos adaptativos dentro da evolugdo (Williams & Peterson, 1982).
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5 CONCLUSAO

Concluimos que as espiculas observadas nas escamas Sibynomorphus mikani e Imantodes
cenchoa apresentaram um aspecto relativamente similar. Isso parece ter uma importincia
significativa em serpentes como estas, de habitos respectivamente terricolas e arboreos, ja que

estas requerem maior atrito para locomocgao.

Por outro lado, nas espécies de habitos aqudticos e fossérios, Helicops modestus e
Atractus pantostictus, observou-se padrdoes microestruturais que podem favorecer a vida em

ambientes onde o atrito excessivo prejudicaria a locomog¢ao do animal.

As quatro espécies apresentaram diferencas significativas nas microestruturas existentes
na superficie das escamas. Levando a crer que essas diferencas talvez sejam, realmente, resultado
pressdes sofridas pelo ambiente e que tais mudangas atuaram influenciando no modo de vida,
determinando assim os espagos nos ecossistemas mais favoraveis a sobrevivéncia desses animais.
As contribui¢gdes dos estudos das microestruturas podem fornecer dados de grande importancia
para responder uma série de questdes referentes a adaptacdo dos Squamata, aos mais variados

habitats.
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7 ANEXOS

Anexo A - Capa da revista onde foi publicado o resumo, Andlise da microestrutura de

escamas de serpentes Xenodontinae em associagcdo a ocupagdo de diferentes microhabitats.
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Anexo B — Pagina onde foi publicado o resumo. Texto na parte superior da segunda coluna.

ANALYSIS OF THE SEMINAL VARIABLE IN A
POPULATION OF INFERTILE MEN. Pasqualotto FF,
Pasqualotto, E. B.; Moreira, C. J.; Giron, P. A; Polesso, H.; Tomazi,
T. & Basegio, V. M. University of Caxias do Sul - Brazil. Center of
Bidlogical Sciences and Health. Department of Biomedical Sciences.
Medical Graduation, Brazil.

The espermograma is the basic rock of the evaluation of
the infertile man; however it cannot be considered a fertility test
because in up to 25% of the infertility cases the spermograma is
considered normal and the tests of spermatic function are allered.
And amongst the most common causes of masculine infertility, such
as: production or inadequate excretion of spermatozoids, low
espermalic motility, spermatic infection, antibodies anti-
spermatozoids, varicocele, blockage of the genital tract,
criptorquidia, alterations of the ejaculatory channel, hormonal
alterations, it is belived that the spermatic morphlogy is the
characteristic that presents greater predictive value for pregnancy.
The objective of our study was to evaluate 373 seminal analysis of
men submitled to the inguiry of masculine infertility in the northeast
region of the state of the Rio Grande Do Sul, Brazil and to compare
them with the standards established for the World Health
Organization referring to the main seminal characteristics:
concentration, motility and spermatic morphology. There had been
evaluated, retrospectively, 373 consecutive handbooks of patients
who had been directed for evaluation of the infertility in the period
of September of 2002 the May of 2005 at the Cenception Center for
Human Reproduction, in the city of Caxias do sul. The average age
of the men was 38,6 years with 4,9 years above or below the ave-
rage. The seminal variable were evaluated in accordance with the
criteria of the OMS: oligozoospermia: concenlration inferior to 20
million spermatozoids/ml, astenozoospermia: motility inferior to 10%
and teratozoospermia: morphology modified in more than 30% of
the spermatozoids. The patients had been divided in & groups:
azoospermia (without spermatozoids), oligoastenoteralozoospermia
(spermatozoids in low concentration, with litle motilidade and of
abnormal forms), astenoteratozoospermia (abnormal spermatozoids
with little motilidade and forms), oligoteratozoospermia
(spermatozoids in low concentration and of abnormal forms),
teratozoospermia (spermalozoids of abnormal forms),
oligoastenozoospermia (spermatozoids in low concentration and
with little motilidade), astenozoospermia (spermatozoids with little
motilidade), oligozoospermia (spermatozoids in low concentration),
and normozoospermia (normal spermatozaids). There had been
found: azoospermia (n = 36, 9.65%), clignastencleralozoospermia
(n = 61, 16.35%), astenoteratozoospermia {n = 55, 14.74%),
oligoteratozoospermia (n = 25, 6.7%), teratozoospermia (n = 62,
16.62%), oligoastenozoospermia (n = 9, 2.4%), astenozoospermia
(n = 15, 4.02%), oligozoospermia (n = 13, 3.5%), and
normozoospermia (n = 93, 24.83%). In such a way, 54.41% of the
patients (n = 203) present reduction of the number of normal
spermatozoids, 28.95% (n = 108) patient presented reduction in
the concentration of spermatozoids and 37.51% of the patients (n =
140) presenled reduction of the spermatic motility. This study
demonstrates that amangst studied causes for male infertility the
isolated criteria that mare is modified is the spermatic morphology,
confirming what was expected. Mareover, one fourth of the infertile
patients presents a normal seminal analysis, demonstrating that,
probably in these cases of normozoospermia, the alterations occur
only in the function of the spermatozoid.

Key words: Seminal variables; Spermatozoids.

ANALYSIS OF THE MICROSTRUCTURE OF
XENODONTINAE SNAKE SCALES IN ASSOCIATION TO
DIFFERENT STRATEGIES ON HABITAT OCCUPATION.
Ramon Brum de Moraes e Silval &0scar Rocha-Barbosal.
1- Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Departa-
menta de Zoologia, Laboratério de Zoologia de Vertebrados
(Tetrapoda), Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Brazil.

The morphology of many organisms seems to be
related to the environment they live in. Nonetheless, many
snakes are so similar on their morphological patterns that it
becomes really difficult to distinguish any adaptive divergence
that may exist. Many authors suggest that the
microornamentations on the scales of reptiles have important
functional value. Here, we examined variations on the
micromorphology of the exposed oberhautchen surface of
dorsal, lateral, and ventral scales from the midbody region of
Yenodontinae snakes: Sibynomorphus mikani (terrestrial),
Imantodes cenchoa (arboreal), Helicops modestus (aquatic)
e Atractus pantostictus (fossorial). Later, they were metalized
and analyzed through SEM. All species displayed similar
microstructures. such as small pits and spinules which are
often directed to the scale caudal region. On the other hand,
there were some singular differences on the shape and
microestrutural pattern of the scales of each species. S.
mikani and . cenchoa have larger spinules arranged in line
which overlap the following layers on scale surfaces. Species
with large dentate borders are expected to have more
frictional resistance from the caudal-cranial direction of the
scales. This can favor life on environments which require
more friction, facilitating locomotion. In H. modestus, the
spinules are smaller and farther away from the posterior lines,
which must help on reducing water resistance during
swimming. The shallower small pits found in this species can
retain impermeable substances, like on aquatic Colubridae
snakes. The spinules adhered to the caudal scales of A
pantostictus seem to form a more regular surface, which must
aid their fossaorial locomation, reducing scale-ground friction.
Our data seem to reinforce the idea of the functional
microstructural importance, contributing to the snakes
adaptation to their preferential microhabitats.

Financial Support: FAPERJ, PROCIENCIA/UER..

Key words: Scales, Snake; SME.

ANALYSIS QUANTITATIVE OF THE MENISCOTIBIAL
LIGAMENT IN HUMAN CORPSES. Cunha, M.G.A.T. Alves,
J.M.; Rodrigues, M.S.; Silva, M.A.S.; Trajano, ETL,;
Ferreira, T.A.; Bezerra, F.5. Human Anatomy Instilute.
Universidade Severino Sombra - Vassouras, RJ, Brazil.

The meniscotibial ligament, also called coronary of
the knee, is constituted by capsular fibers that have proximal
origin in the lateral barder of the meniscus and distal origin in
the lateral border of the tibial condyle. Some authors consider
its fibers as being capsule portion: however for Georges et
al. (1984), the related ligament is below of the capsule, it's
fixing the meniscus to the tibial plateau. In this work the
meniscotibial ligament in tibio-femoral joints fixed in
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Abstract
The morphology of many organisms seems to be related to the environment they live in.
Nonetheless, many snakes are so similar in their morphological patterns that it becomes quite
difficult to distinguish any adaptive divergence that may exist. Many authors suggest that the
microornamentations on the scales of reptiles have important functional value. Here, we
examined variations on the micromorphology of the exposed oberhautchen surface of dorsal,
lateral, and ventral scales from the midbody region of Xenodontinae snakes: Sibynomorphus
mikani (terricolous), Imantodes cenchoa (arboreal), Helicops modestus (aquatic) and Atractus
pantostictus (fossorial). They were metallized and analyzed through scanning electron
microscopy. All species displayed similar microstructures, such as small pits and spinules, which
are often directed to the scale caudal region. On the other hand, there were some singular
differences in scale shape and in the microstructural pattern of each species. S. mikani and I.
cenchoa have larger spinules arranged in a row which overlap the following layers on the scale
surface. Species with large serrate borders are expected to have more frictional resistance from
the caudal-cranial direction. This can favor life on environments which require more friction,
facilitating locomotion. In H. modestus, the spinules are smaller and farther away from the
posterior rows, which should help reduce water resistance during swimming. The shallower small
pits found in this species can retain impermeable substances, as in aquatic Colubridae snakes.
The spinules adhering to the caudal scales of A. pantostictus seem to form a more regular surface,
which probably aid their fossorial locomotion, reducing scale-ground friction. Our data appear to
support the importance of functional microstructure, contributing to the idea of snake species’

adaptation to their preferential microhabitats.
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ANALISE DA MICROESTRUTURA DE ESCAMAS DE SERPENTES XENODONTINAE
EM ASSOCIACAO A OCUPACAO DE DIFERENTES MICROHABITATS - A morfologia
de muitos organismos parece estar relacionada ao ambiente em que eles vivem. No entanto,
muitas serpentes sao tdo similares nos seus padroes morfologicos que se torna dificil
distinguir qualquer divergéncia adaptativa existente. Muitos autores sugerem que as
microornamentacdes nas escamas de répteis possuem importante valor funcional. Neste
trabalho, examinamos variagdes na micromorfologia da superficie oberhautchen exposta das
escamas ventrais, laterais e dorsais da regido medial de serpentes Xenodontinae:
Sibynomorphus mikani (terrestre), Imantodes cenchoa (arborea), Helicops modestus
(aquatica) e Atractus pantostictus (fossorial). Estas foram metalizadas e analisadas por
microscopia eletronica de varredura. Todas as espécies apresentaram microestruturas
similares, tais como microcovas e espiculas, que estdo normalmente orientadas para a regiao
caudal da escama. Por outro lado, houve algumas diferengas singulares em relacido ao formato
da escama e padrdo microestrutural da cada espécie. S. mikani e I. cenchoa possuem espiculas
grandes arrumadas em linhas que sobrepdem as camadas seguintes da superficie da escama.
Em espécies que possuem longas denticulagdes sobrepostas sobre as bordas posteriores das
células, é esperado que haja uma maior resisténcia friccional da direcao posterior para anterior
das escamas. Isso pode favorecer a vida em ambientes que precisam de maior atrito,
facilitando a locomoc¢@o. Em H. modestus, as espiculas sdo menores e mais afastadas das
linhas posteriores, o que pode reduzir o atrito com a dgua durante a natacdo. As microcovas
mais rasas encontradas nesta espécie podem reter substancias impermedveis, como nas
serpentes Colubridae aqudticas. As espiculas que aderem as escamas caudais de A.
pantostictus parecem formar uma superficie mais regular, o que provavelmente auxilia na
locomocgdo fossorial, reduzindo o atrito com o solo. Nossos dados parecem corroborar a
importincia da microestrutura funcional, contribuindo para a hipdtese de adaptacdo das

espécies de serpentes aos seus microhabitats preferenciais.
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Introduction

The morphology of organisms is generally well matched to the environment,
supposedly because expression of their genes is tailored at the population or at the individual
level to suit local conditions (Aubret et al., 2004). Teixeira-Filho et al. (2001) associated the
use of different microhabitats, terrestrial occupation and occupation of smooth bromeliad leaf
surfaces to variations in claw curvature of lizard species inhabiting restinga habitats.
However, many snakes and other Squamata are so similar in their morphological patterns that
it becomes difficult to distinguish adaptive divergences, since they are imperceptible to the
naked eye.

Electron microscopy thus becomes a very important tool in uncovering such
differences, for it allows the analysis of microstructures present in squamates. Several recent
studies have suggested a functional significance for microornamentation (Manderson, 1966;
Porter, 1967; Steward and Daniel, 1973; Gans and Baic, 1977; Smith et al., 1982; Renous, et
al.,1985; Gower, 2003) or have simply described microanatomy (Arroyo and Cerdas, 1985;
Chiasson and Lowe, 1989; Velloso et al., 2005). Microstructures have also been used as tools
in taxonomy (Hogue and Santos 1953; Dowling et al., 1972; Stewart and Daniel, 1975) and in
ontogenetic and/or evolutionary studies of squamates (Peterson, 1985; Harvery 1993; Harvery
and Gutberlet Jr, 1995).

Studies on the relationship between ecology and morphology (i.e., ecomorphology) of
animals may account for some natural selection issues based on the partitioning of resources,
such as space and food in a given community (Ribas et al., 2004).

This work aimed to verify the existence of microstructure variation on the surface of
scales of Xenodontinae snakes occupying different microhabitats (terricolous, arboreal,
aquatic and fossorial), to search for the existence of ecomorphological relations between the

species studied and their environment.

Material and Methods

Eighty-three adult specimens of four species of snakes of subfamily Xenodontinae
were analyzed: nineteen adult specimens of Sibynomorphus mikani (Schlegel, 1837) (12
females and 7 males; terricolous); twenty adult specimens of Atractus pantostictus

(Boulenger,1885) (9 females and 11 males; fossorial); seventeen adult specimens of
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Imantodes cenchoa (Linneaus, 1758) (11 females and 6 males; arboreal) and twenty-seven
adult specimens of Helicops modestus (Glinther,1861) (16 females and 11 males; aquatic). All
of them consisted of museum specimens from the Alphonse Richard Hoge collection at the
Instituto Butantan (IB).

In an attempt to avoid errors derived from phylogenetic factors, the species chosen
all belong to the same subfamily (Xenodontinae).

Dorsal, lateral and ventral scales were taken from the mid-region of the body of five
adult individuals (males, 2 scales, and females, 3 scales) of each species. The scales were
placed in numbered tubes and duly identified for each species. Distilled water and neutral
soap were added to the tubes. Each tube was manually sheken for about 1 minute to
remove any probable impurities. Scales were then removed, washed and left to dry at
room temperature for about 5 minutes.

Aluminum plates of 2 cm? were fashioned, to which scales were affixed with double-
faced adhesive tape. The plates featured numbered quadrats to identify the species and the
body part from which scales were removed, for each snake. This method allowed
observation of a greater number of scales per session of scanning electron microscopy
(from 5 to 6 scales per session).

The material was metallized using a Balzers® FL-9496 metallizer. Scales were later
analyzed and photographed under a scanning electron microscope (SEM) under various
magnifications. Aspects such as border microstructure and format of scale surfaces were

observed.

Results

The borders of all scales analyzed were smooth, i.e., without any type of
protuberance or depression. However, on the dorsal scales of Atractus pantostictus, a
totally smooth area was detected on the border surface, following the contour of the scale

body microornamentation (Fig. 1A). This pattern was observed only in this species.

Microstructure of scale surfaces revealed structures common to all the species
investigated, such as spinules and pits, but the way in which these structures were
disposed provided microstructural models that expressed particularities of scale

microanatomy for each species studied.
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Most scales have a surface covered with rows of elongated plates, which overlap like
roof tiles. A great number of spinules project over the next plates of the upper plates’
lower border. Spinules are always oriented toward scale caudal direction. The great
number of pits present on the surface of the scales is also frequent.

In S. mikani the spinules, large and pointed (Fig 1B), resemble the teeth of a comb.
The pits on the surface of the scales are similar to those found on the snake Imantodes
cenchoa (Fig. 1C).

Atractus pantostictus presented scales with a singular microstructural pattern.
Spinules are evident, but seem to be fused to the posterior plates, forming a more uniform
surface, without exposed denticulations (Fig. 1D). The pits were not observed in scales of
this species.

In the snake H. modestus, plate borders were a good deal more distant from one
another than in the other species studied. In addition, observing the surface of the plates it
was possible to see that the pits present seem to be shallower than the pits in S. mikani and
1. cenchoa. Another important datum is that in H. modestus the spinules present at the
border of plates are much smaller (characterizing a serrated border) than in the other

species (Fig. 1E).

Discussion

The locomotory specializations of snakes reflect differences in their morphology,
associated to different modes of predation and the properties of the substrates on which they
move (Pough et al., 2003). Spinules and pits may help to increase attrition in reptiles that live
on rocks, such as some squamates. Structures such as longitudinal ridges characteristic of
limbless squamates or short legs may facilitate locomotion on inclined surfaces (Smith et al.,
1982). This entitles us to suppose that environmental pressures have a significant influence
not only on the animal’s macrostructure, but on its microstructure as well.

Stewart and Daniel (1973) have reported that the smooth scales observed in the
fossorious lizard Anniella pulchra may confer greater efficiency to ground locomotion, by
reducing attrition. The microstructures on the scales of Atractus pantostictus seem to be
arranged so as to aid in reducing attrition during ground locomotion. The spinules fused to the

lower layer of the next row form a less irregular and thus smoother surface when compared to
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the scales of I. cenchoa, S. mikani and H. modestus. Reduced friction promotes efficiency in
lateral undulation (Gans and Baic, 1977).

Analyzing scale microstructure in snakes of family Uropeltidae, Gower (2003)
proposed that a “smoother” and more regular microornamentation may confer advantages to
underground living, possibly by reducing the adhesive force of moist soils on these snakes’
scales.

Additionaly or alternatively, in species that have long denticulations overlapping the
posterior borders of each spinule row, greater frictional resistance of scales from the posterior
to the anterior direction is to be expected (Gower, 2003). These features should have
significant importance in terricolous and arboreal snakes, since they require greater attrition
for locomotion, in contrast to, e.g., aquatic snakes, in which excessive attrition hampers
locomotion.

In S. mikani and I. cenchoa a variation in the concentration and size of spinules, as well
as in the spaces between them, can be seen. Both belong to subfamily Xenodontinae and are
nocturnal, but differ as to their preferred niche: Sibynomorphus mikani lives on the ground,
while 1. cenchoa inhabits tree tops. Comparing to other species in the same subfamily, our
results suggest a strict relationship between spinule variation pattern and these species’
preferred habitats (Velloso et al., 2005).

The similarities found between S. mikani and I. cenchoa may be related to their capacity
to move in environments requiring a greater degree of attrition. Large spinules in scales, such
as those found in I. cenchoa (Fig. 1C ), could increase anchorage when climbing for instance
a tree trunk, and the microornamentation on the scales of S. mikani (Fig.1B) may promote
increased efficiency in ground locomotion.

Price (1982) found morphological similarities in the micrornamentation of the scales of
aquatic, arboreal, and fossorial snakes, and concluded that microornamentation has a more
taxonomic than adaptive function. However, it is likely that small differences in
microstructure conformation may bring great benefit to the occupation of distinct
microhabitats, and during squamate evolution synapomorphies may have arisen giving the
same solution to different adaptive problems. Even when the microstructural form is similar,
the distribution and organization pattern differ, which gives a characteristic microstructure to
each snake (Arroyo and Cerdas, 1985).

Gower (2003) does not discard the idea that variation in scale microstructure

corresponds to different environmental conditions to which the organisms were exposed
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during the acquisition of these microornamentations. The study of microstructural variation
thus must take into account the effects of selective pressures brought about by the
peculiarities of each environment.

Microornamentation in the scale surface of the snake H. modestus probably can help in
its adptation to the aquatic environment. Smaller spinules, of serrated aspect, disposed in
overlying rows, much farther from one another, possibly help in diminishing the resistance
generated by water movement, and the quite shallow pits on the scale surfaces suggest an
improvement in the snake’s hydrodynamic performance.

Chiasson and Lowe (1989) have suggested that the pits present on the scale surface of
Asiatic aquatic Colubridae may contain impermeabilizing substances. These authors based
themselves on the discovery of fatty acids present in the surface of these snakes’ scales. It is
likely that these fatty acids (or similar) may also be found in the scales of H. modestus, but
only further studies can provide data to test this hypothesis.

Observation of widely diverging microstructural patterns allows us to conclude that,
over the course of evolution, modifcations arose not only in visible aspects, but also in
microstructures, and that such alterations allowed optimal adaptation of organisms to their
environmental niche (Velloso et al., 2005). Stewart and Daniel (1973) underscore that
differences in microornamentation allow a functional interpretation. Williams and Peterson
(1982) state that the investigation of significant adaptation in cases of morphological
divergences may provide ideas of new evolutionary adaptive complexes.

The four species studied presented several striking differences in the microscopic form
of scales, suggesting that these differences may actually be the result of environmental
selective pressures, and that such changes acted positively, influencing the life mode and
determining the ecosystem spaces more favorable to these animals’ survival. The
contributions from the study of microstructure may provide important data to answer a series

of questions related to the adaptation of squamates to the most diverse habitats.
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Legend to the figure

Figure 1, (A) Surface of a dorsal scale of Atractus pantostictus, showing an border without
apparent microstructures, magnified 2000x; (B) Surface of a lateral scale of Sibynomorphus
mikani (terricolous), showing the spinules in rows and micropits over the next rows (7500X);
(C) Surface of a lateral scale of Imantodes cenchoa (arboreal), showing spinules and
micropits (5000X); (D) Surface of a ventral scale of Atractus pantostictus (fossorial), showing
spinules fused to posterior layers (7500X); (E) Surface of a dorsal scale of Helicops modestus

(aquatic), showing its smaller and serrated spinules, and the shallow micropits (7500X).
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