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RESUMO

O género de serpentes Chironius Fitzinger 1826, apresenta um historico de instabilidade
taxondmica, tendo algumas de suas espécies renomeadas e classificadas em outros géneros.
Segundo estudos recentes, baseados em coalescéncia multiespécie, Chironius flavolineatus
(Jan, 1863) tém sido proposta como um complexo de espécies, com a proposi¢ao de linhagens
cripticas ao longo da sua distribui¢ao, incluindo a populagao nativa do estado do Ceara.
Contudo, as amostras de espécimes sequenciados sdo limitadas e, além disso, a coleta e
analise de caracteres morfoldgicos, hemipénis e genética da populagdo ainda ndo foi
devidamente conduzida. Portanto, o presente estudo objetivou avaliar o status taxondmico da
populagdo atualmente identificada como Chironius flavolineatus no estado do Ceara, através
de uma abordagem integrativa. Foram analisados caracteres meristicos, anatdmicos e
qualitativos de espécimes depositados em colegdes cientificas representativas da herpetofauna
do Brasil. Ademais, sequéncias genéticas do gene 16S geradas no estudo, complementadas
com outras disponiveis no GenBank, colaboraram para testar os limites entre as populagdes e
suas relagdes evolutivas. O estudo recuperou parcialmente algumas hipdteses evolutivas
referentes a espécie, como o forte suporte a populacdo do estado de Goias, geneticamente
distinta das demais. A maioria dos caracteres morfologicos analisados de C. flavolineatus
mostrou-se conservada. Contudo, notou-se variacdo estatisticamente significativa entre
algumas medidas morfométricas e a folidose entre a populagdo do estado do Ceara e as
demais, principalmente nos machos, como CRC, CC, Cca e contagem de escamas subcaudais.
Observou-se caracteres novos para a espécie € uma certa frequéncia da manifestacdo de
alguns deles na populagdo do estado do Ceard, apresentando também um hemipénis com
caracteristicas semelhantes a C. diamantina, uma espécie congénere. Tal achado pode
representar pistas para acessar a historia evolutiva das espécies do género, visto que os genes
sequenciados disponiveis para consulta ndo apresentam bom sinal filogenético para a
recuperagdo da filogenia do grupo. Apesar de caracteres morfométricos, morfologia
hemipeniana e de folidose das subcaudais indicarem sinal taxondmico, considerou-se a
amostragem ainda limitada, adotando-se assim parcimOnia na tomada de decisdes
taxonomicas envolvendo o tdxon. Dessa forma, manteve-se o stafus taxondmico da populacao

de Chironius flavolineatus do estado do Ceara.

Palavras-chave: espécies-cripticas; genética; morfometria; taxonomia.



ABSTRACT

The snake genus Chironius Fitzinger 1826 has a history of taxonomic instability, with some of
its species renamed and classified in other genera. According to recent studies, based on
multispecies coalescence, Chironius flavolineatus (Jan, 1863) has been proposed as a species
complex, with the proposition of cryptic lineages throughout its distribution, including the
native population of the state of Ceara. However, the samples of sequenced specimens are
limited and, in addition, the collection and analysis of morphological characters, hemipenis
and population genetics has not yet been properly conducted. Therefore, the present study
aimed to evaluate the taxonomic status of the population currently identified as Chironius
flavolineatus in the state of Ceara, through an integrative approach. Meristic, anatomical and
qualitative characters of specimens deposited in scientific collections representing
herpetofauna in Brazil were analyzed. Furthermore, genetic sequences of the 16S gene
generated in the study, complemented with others available in GenBank, collaborated to test
the limits between populations and their evolutionary relationships. The study partially
recovered some evolutionary hypotheses regarding the species, such as the strong support for
the population in the state of Goiés, which is genetically distinct from the others. Most of the
analyzed morphological characters of C. flavolineatus were conserved. However, a
statistically significant variation was noted between some morphometric measurements and
pholidosis between the population of the state of Ceara and the others, mainly in males, such
as CRC, CC, Cca and subcaudal scale count. New characters for the species and a certain
frequency of manifestation of some of them were observed in the population of the state of
Ceard, also presenting a hemipenis with characteristics similar to C. diamantina, a congeneric
species. This finding may represent clues to access the evolutionary history of the species of
the genus, since the sequenced genes available for consultation do not present a good
phylogenetic signal for recovering the phylogeny of the group. Although morphometric
characters, hemipenis morphology and pholidosis of the subcaudals indicate a taxonomic
signal, the sampling was still considered limited, thus adopting parsimony in making
taxonomic decisions involving the taxon. In this way, the taxonomic status of the Chironius
flavolineatus population in the state of Ceara is maintained.

Keywords: cryptic species; genetics; morphometry; taxonomy.
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1 INTRODUCAO

O género de serpentes (Squamata) Chironius Fitzinger, 1826 pertence a familia
Colubridae (PYRON; BURBRINK; WIENS, 2013; FIGUEROA et al., 2016). Distingue-se de
outros géneros de serpentes Neotropicais pela presenga de 12 ou 10 fileiras de escamas
dorsais ao meio do corpo, sendo encontradas desde a costa norte de Honduras até o Uruguai e
o nordeste da Argentina, correspondendo assim a um taxon amplamente distribuido pela
América do Sul (DIXON; WIEST; CEI, 1993) e que compreende 23 espécies validas (UETZ
et al., 2023). No Brasil sdo registradas 15 espécies, incluindo cinco endémicas, com
representantes ocorrendo em todos os biomas desde areas baixas até grandes altitudes, onde
algumas espécies restritas e mais associadas a florestas ocorrem (FERNANDES; HAMDAN,
2014; NOGUEIRA et al., 2019; ENTIAUSPE-NETO et al., 2020). Segundo Dixon, Wiest e
Cei (1993), sdo serpentes de médio a grande porte, semi-arboricolas, diurnas e com denti¢ao
aglifa. Os representantes do género apresentam hemipénis unilobado e com sulco espermatico
unico, espinhoso centralmente e caliculado distalmente. Oposto ao sulco, ha um basal naked
pocket (bolso nu basal) e o 16bulo pode conter ou ndo diminutos espinulos na porgao basal.

O taxon ja foi classificado como parafilético (PYRON; BURBRINK; WIENS,
2013), entretanto estudos morfologicos e filogenéticos t€ém demonstrado robustamente o
monofiletismo do clado (KLACZKO; MONTINGELLI; ZAHER, 2014; FIGUEROA et al.,
2016; HAMDAN et al., 2017; TORRES-CARVAJAL et al., 2019), bem como revelado uma
diversidade de espécies subestimada dentro do género. Dessa forma, houveram descri¢des de
novas espécies plenas (e.g. FERNANDES; HAMDAN, 2014; HAMDAN; FERNANDES,
2015; ENTIAUSPE-NETO et al., 2020) e a proposicao de linhagens evolutivamente distintas,
formando complexos de espécies cripticas, dentre as populagdes de Chironius flavolineatus
(Jan, 1823) (HAMDAN et al., 2017); C. exoletus (Linnaeus, 1758); C. fuscus (Linnaeus,
1758); C. monticola Roze, 1952 e C. multiventris Schmidt & Walker, 1943 (HAMDAN et al.,
2017; TORRES-CARVAJAL et al., 2019).

Chironius flavolineatus ¢ uma espécie caracterizada por apresentar uma distinta
faixa vertebral amarelada, ou branco-creme, que se estende por quase todo o comprimento do
corpo; apresenta escudo cloacal dividido; no maximo duas fileiras de escamas dorsais
quilhadas no meio do corpo e cor de fundo do ventre completamente branco-creme, ou
amarelado, sem ornamentagdo (HAMDAN; FERNANDES, 2015). A espécie foi descrita
baseada em apenas dois espécimes (sintipos), procedentes de “Brasile” e “Bahia” (vide JAN,

1863), tendo apenas um destes sido ilustrado, permitindo assim a posterior averiguacao de



caracteres diagnodsticos. Dessa forma, a espécie possui um histérico taxondmico e
nomenclatural bastante problematico, com discussdes sobre a devida autoria da espécie e até
mesmo o desconhecimento acerca do paradeiro dos sintipos. Contudo, essas questdes foram
resolvidas apos os estudos de Dixon, Wiest e Cei (1993) que reconheceram Jan, 1863 como o
descritor da espécie, e de Hamdan, Scali e Fernandes (2014) que confirmaram a destruicao de
um dos sintipos, indicando o remanescente como o lectdtipo da espécie. Entretanto, essa
designacao ainda perpetua a problematica secundaria, posto que a localidade-tipo de C.
flavolineatus continua inespecifica (i.e. Brasil) (JAN, 1863; HAMDAN; SCALI;
FERNANDES, 2014), o que dificulta estudos taxondmicos envolvendo essa espécie e sua
possivel variacdo morfoldgica entre populagoes.

Em contraste com sua localidade-tipo imprecisa, a distribuicdo da espécie ¢ bem
conhecida e ampla, sendo registrada no Brasil, Paraguai e na Bolivia (HAMDAN;
FERNANDES, 2015; NOGUEIRA et al., 2019). No Brasil, pode ser encontrada em regides
de Floresta Amazodnica; Cerrado; Caatinga; Mata Atlantica; Bosque seco Chiquitano e no
Pantanal (NOGUEIRA et al., 2019). Contudo, ao longo da sua distribui¢ao, como apontado
no trabalho de Hamdan et al. (2017), C. flavolineatus apresenta trés provaveis linhagens
evolutivamente distintas que podem consistir em espécies candidatas, para a Mata Atlantica
de terras baixas no Rio Grande do Norte e na Paraiba, para a Serra da Ibiapaba no Ceara e
para a Serra das Trés Barras em Goids. Dessa forma, C. flavolineatus pode configurar-se
como um complexo de espécies cripticas, como apontado pelos referidos autores. Porém,
nenhum estudo foi realizado para se avaliar o status taxondmico dessas populagdes nas
referidas regides geograficas.

Complexos de espécies cripticas sdo formados por pelo menos duas espécies
morfologicamente similares que, a principio, compartilham uma mesma classificagdo nominal
(BICKFORD et al.,, 2007), mas sao distintas. Em vertebrados, esses complexos sao
encontrados, geralmente, em espécies de ampla distribuicdo e ocorrem em inimeros taxons,
como peixes (TORNABENE et al., 2015; HOU et al., 2018); anfibios (FOUQUET et al.,
2012; FUNK; CAMINER; RON, 2012; VACHER et al., 2017; TREVISAN et al., 2020) ¢
répteis (OLIVER et al., 2009; DOMINGOS et al., 2017, ROBERTO et al., 2020), inclusive
diversos casos sdo registrados em serpentes (RUANE et al., 2018; JABLONSKI et al., 2019;
GRABOSKI et al, 2023). A marcante presenga de complexos de espécies cripticas
encontrados nesse grupo pode ocorrer devido a morfologia externa relativamente conservada
(SLOWINSKI, 1995; KEOGH, 1999; SILVA et al., 2018), dificultando assim a distingdo
entre espécies filogeneticamente proximas (MARIN et al., 2013; CERIACO; BRANCH;



10

BAUER, 2018; SOARES, 2018).

Contudo, o acesso a dados de sequéncias de DNA vem auxiliando no processo de
identificacdo desses complexos de espécies cripticas, bem como na posterior descri¢do de
novas espécies (LAOPICHIENPONG et al., 2016; JADIN et al., 2019). No entanto, nem
sempre os marcadores moleculares, sequenciados ou disponiveis em repositorios digitais,
apresentam forte sinal filogenético para acessar as informagdes no clado ou para delimitagdo
de espécie em alguns grupos (e.g. CHAN et al., 2022), necessitando por vezes de marcadores
adicionais e mais informativos.

Além disso, apesar da morfologia relativamente conservada, a maioria das
espécies amplamente distribuidas apresentam variacdes de caracteres, até mesmo
morfométricos, ao longo de sua distribuicao, visto que condigdes seletivas e pressoes distintas
atuam de maneira diferente em cada populacao local (ENDLER, 1986). Isso pode ocorrer
dado a capacidade de um unico genotipo produzir diferentes fenotipos em resposta as
condi¢des ambientais diversas (WEST-EBERHARD, 1989). Dessa forma, diversas espécies
podem apresentar elevados niveis de plasticidade fenotipica em alguns tracos de caractere,
como tamanho da prole, tamanho corporal, preferéncia alimentar, etc. (e.g. DE OLIVEIRA;
DE FRANCA; FRANCA, 2020). Assim, dentro de um determinado tdxon a plasticidade
fenotipica pode ter um papel maior sobre a variagdo morfologica dos individuos que
propriamente a variagio genética (SVANBACK & EKLOV, 2006). Essas variagdes
observaveis podem nao resultar em diferencas filogenéticas concretas ou mesmo dificultar a
compreensdo dos limites entre espécies, quando distintas. Desta forma, uma abordagem
integrada para acessar a historia evolutiva dos tdxons e testar os limites de espécies ¢
recomendada.

Compreender e quantificar a diversidade bioldgica, além de acessar a historia
evolutiva dos taxons, sdo alguns dos principais objetivos da sistematica filogenética
(AMORIM, 2002). Tradicionalmente, a conducdo de estudos taxondmicos ocorria por meio
da avaliagdo e classificacdo das espécies baseadas, majoritariamente, em caracteres
morfologicos (e.g. EWING, 1930; BLOW; BANNER, 1966; NICKLE et al., 1981). Contudo,
essa forma de execucdo de taxonomia nem sempre € capaz de acessar a diversidade real de
espécies plenamente, em razao das limitagcdes dos dados morfologicos, sendo em alguns casos
pouco informativos ou bastante conservados entres as espécies de um mesmo grupo (PADIAL
et al., 2010). Devido a isso, atualmente considera-se indicado que as hipoteses de espécies
sejam testadas utilizando multiplas abordagens e dados complementares, concomitantemente

(DAYRAT, 2005).
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Dessa forma, a taxonomia integrativa surge como proposta promissora para ajudar
a elucidar questdes taxondmicas complexas. Ela une a avaliagdo morfolégica ao estudo
genético e outras abordagens complementares (i.e. anatomia hemipeniana, biogeografia,
ecologia, fisiologia, etc.) buscando permitir uma melhor resolugdo e suporte as hipoteses
formuladas (PIRES; MARINONI, 2010). Nessa forma de conduzir estudos taxonomicos ha
integracdo de mais de uma linha de evidéncia, uma vez que mais dados, e de abordagens
distintas, podem auxiliar a delimitar com maior grau de confiabilidade os grupos e, assim,
descrever as espécies (PANTE; SCHOELINCK; PUILLANDRE, 2015), principalmente
quando envolver complexos de espécies cripticas.

Considerando a grande variabilidade morfologica da espécie (e.g. DIXON;
WIEST; CEI, 19993) e estudos prévios com base em coalescéncia multiespécie que apontam a
existéncia de diversidade criptica em Chironius flavolineatus, além de algumas dessas
populacdes habitarem centros de endemismo do Ceara (i.e. Chapada da Ibiapaba e Chapado
do Araripe), o presente trabalho buscou investigar a variagdo dos caracteres morfologicos,
meristicos, anatdmicos e de sequéncias de DNA de Chironius flavolineatus a partir de uma
abordagem integrativa de taxonomia. Especificamente, objetivou-se (1) testar se seus
caracteres diagndsticos sdo consistentes ao longo de sua distribuicdo; (2) avaliar a existéncia
de diversidade criptica por meio de uma analise integrada de diferentes fontes de dados e 3) se
ha necessidade de reformulag¢do taxondmica da populagdo de C. flavolineatus do estado do

Ceara.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Conjunto de dados

Foram analisados espécimes identificados como Chironius flavolineatus e
Chironius sp. depositados em colegdes cientificas do: Instituto Vital Brasil - [IVB (Niter6i-RJ);
Museu de Historia Natural da Universidade Federal de Alagoas - MUFAL (Maceid-AL);
Museu Nacional do Rio de Janeiro - MNRIJ (Rio de Janeiro-RJ); Cole¢ao Zooldgica Delta do
Parnaiba - CZDP (Parnaiba-PI); Cole¢ao Herpetoldgica da Universidade Federal do Ceard -
CHUFC (Fortaleza-CE); Colecdo Herpetologica da Universidade Federal da Paraiba -
CHUFPB (Joao Pessoa-PB); Cole¢cdao Herpetologica da Universidade Federal do Pernambuco
- CHUFPE (Recife-PE); Colecao Herpetologica e Paleontologica da Universidade Federal
Rural do Pernambuco - CHPUFRPE (Recife-PE) e Colecao Herpetologica da Universidade
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Regional do Cariri - URCA (Crato-CE). Os vouchers dos espécimes encontram-se listados no

Apéndice A.

2.1.2 Morfologia e morfometria

Foi adotada a terminologia dos escudos cefalicos de acordo com Peters (1964) e a
afericdo dos dados morfométricos dos espécimes seguiu o indicado pelos trabalhos de Dixon,
Wiest e Cei (1993), bem como Hamdan e Fernandes (2015).

Com relagdo aos caracteres meristicos, foram caracterizadas e contabilizadas
escamas em diversas regides do corpo dos espécimes, observando principalmente: o nimero
de fileiras de escamas dorsais e de fileiras de escamas dorsais quilhadas ao longo das regides
anterior, mediana e posterior do corpo do espécime; a presenca e quantidade de fossetas
apicais; nuimero de escamas ventrais e subcaudais. Além disso, foram observados e
contabilizados os nimeros de escamas dorsais, ventrais, subcaudais ¢ de escamas craniais (i.e.
numero de infralabiais e supralabiais, pré-oculares, pds-oculares, temporais anteriores e
posteriores, occipitais), considerando-se como padrdo a observacdo do lado direito do
espécime.

Os caracteres morfométricos corresponderam a medidas de comprimento e largura
de regides do cranio dos espécimes como: largura da cabeca (Lca) (no ponto mais largo);
comprimento da cabeca (Cca) (da ponta do focinho até a articulagdo mandibular quadrada);
comprimento horizontal (CHO) e vertical da 6rbita (CVO); distancia entre o rostro e a Orbita
(DRO); distancia entre as narinas (LF); largura ao meio do corpo (LMC) (no ponto mais
largo); altura ao meio do corpo (AMC) (no ponto mais alto); comprimento rostro-cloacal
(CRC) e comprimento da cauda (CC). Os caracteres CRC e CC foram aferidos utilizando uma
fita métrica fixa, estendida sobre uma superficie plana, e esticando o espécime
cuidadosamente sobre ela até o 1,0 mm mais proéximo, enquanto os demais caracteres foram
aferidos através de um paquimetro digital até o 0,01 mm mais préximo.

Por fim, os caracteres qualitativos envolveram principalmente a conformagdo da
placa anal dos espécimes, os padrdes de coloragdo ao longo do corpo do animal, bem como a
geometria de escamas cefélicas. Durante a andlise dos caracteres envolvendo padrdes de
coloracdo, os espécimes foram submergidos em recipientes contendo alcool 70%, a fim de
permitir a melhor visualizacao dos detalhes destes caracteres.

A sexagem dos espécimes foi aferida através de incisdo longitudinal na base

anterior da regido ventral das escamas subcaudais, proximo a placa anal, a fim de identificar a
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presenga ou auséncia do musculo retrator do hemipénis (retrator pénis magnus), quando o

proprio hemipénis ndo se encontrava total ou parcialmente evertido.

2.1.3 Preparacdo e anatomia do hemipénis

No presente trabalho, foi adotado o conceito de espécie a partir da identificagdo de
combinagdes unicas de caracteres morfologicos, plesiomoérficos e apomorficos, (vide
CRACRAFT, 1983) e de linhagens de metapopulagdes evoluindo distintas umas das outras
(vide DE QUEIROZ, 2007). Além disso, foi tolerado ainda certo grau de polimorfismo (5%)
dos estados de caracteres entre os representantes das populagdes, para definir assim as
unidades taxondmicas operacionais validas (vide WIENS; SERVEDIO, 2000). Para reforgar a
decisdo taxonoOmica sob diferentes fontes de informacdo (PADIAL et al., 2010), foram
consideradas multiplas linhas de evidéncias, isto é: observacao de variagdes morfoldgicas por
regido geografica; andlises moleculares e filogenéticas; bem como andlises estatisticas
multivariadas.

Considerou-se as populagdes de C. flavolineatus apontadas por Hamdan et al.,
2017, referentes aos Brejos de Altitude do Ceara; Mata Atlantica de terras baixas do Rio
Grande do Norte e Paraiba e da Serra das Trés Barras em Goias, aqui referidas como CE;
RNPB e GO, respectivamente, bem como as demais ao longo da distribuicdo nacional (CH)
para testar as possiveis diferengas entre as referidas populagdes. Dessa forma, procedeu-se em
busca de variagdo qualitativas e quantitativas de caracteres morfologicos que indicassem a
descontinuidade, ou ndo, da morfologia entre as populagdes. Para tal, foram considerados os
caracteres descritos para o lectotipo (vide HAMDAN; SCALI; FERNANDES, 2014) como
base principal para comparagdo, a fim de distinguir os espécimes analisados do tipo portador
do nome de C. flavolineatus observado por Jan (1863), posto que ndo ha localidade-tipo
especifica para possibilitar a comparagdo com espécimes atuais oriundos da populacao
acessada por ele. Sendo assim, considerou-se como C. flavolineatus stricto senso espécimes
que apresentem, principalmente, o seguinte conjunto de caracteres: escamas dorsais em 12-
12-8 fileiras para machos e¢ 12-12-10 para fémeas (vide HAMDAN; FERNANDES, 2015),
lisas a distancia de um comprimento de cabeca desde a regido occipital até a por¢ao posterior
do corpo; no méximo duas fileiras de escamas dorsais quilhadas na por¢do média e na por¢ao
posterior do corpo; fossetas apicais presentes no pescogo; 145 escamas ventrais; subcaudais
divididas e placa cloacal dividida; a cor de fundo dorsal muda gradualmente em direcdo a

cauda; primeiro terco do corpo preto a cinza-escuro; por¢ao média do corpo castanho-escuro,
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e ultimo terco do corpo castanho-claro; faixa vertebral amarelada, esmaecendo
gradativamente em dire¢cdo a por¢do posterior do corpo; faixa vertebral comeca logo atras da
cabeca e estende-se até o terco posterior do corpo; a largura da faixa vertebral corresponde ao
tamanho de uma escama vertebral; bordas laterais da faixa vertebral mais escuras que as
escamas adjacentes, geralmente correspondendo a tltima fileira de escamas dorsais quilhadas;
porc¢do ventral do corpo e cauda homogeneamente branco-creme ou amarelada. Dessa forma,
foram analisados 12 caracteres meristicos, 10 morfométricos e 20 qualitativos dos espécimes,

referente a morfologia externa.

2.2 Analise de dados

2.2.1 Tratamento dos dados e anadlises estatisticas

Primeiramente, foram avaliadas a normalidade e homocedasticidade dos valores
dos caracteres observados, através dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, confirmando essas
suposicoes a partir de um valor de p>0,05 (LEVENE, 1960; SHAPIRO; WILKE, 1965). Em
seguida, foram realizadas analises exploratdrias basicas e descritivas (i.e. média, mediana,
desvio padrdo, valor médximo e minimo, etc.) para acessar os padrdes caracteristicos das
populagdes utilizando o software R versdo 4.1.3 (R CORE TEAM, 2018). Os dados referentes
a espécimes machos e fémeas foram tratados distintamente, a fim de observar algum possivel
dimorfismo sexual ou outras diferengas entre as populagdes. Ademais, os caracteres referentes
a espécimes juvenis nao foram analisados estaticamente, objetivando assim excluir o possivel
viés ontogenético. Segundo Pinto et al. (2010), os machos e fémeas com valores de CRC
acima de 507 mm e 606 mm, respectivamente, sdo considerados sexualmente maduros, dessa
forma, utilizou-se essa medida como corte para delimitar o estdgio ontogenético dos
espécimes.

Primeiramente, todos os dados meristicos sofreram transformagao em fungao de
loag,; (CLAUDE, 2013; KLINGENBERG, 2016) e tratados através de uma regressao linear
em funcdo do CRC, utilizando assim somente os residuos dessa regressdao nas analises
estatisticas, a fim de excluir a influéncia do tamanho dos individuos sobre as demais medidas.
Foram também, previamente

Para testar e avaliar as possiveis diferencas entre as populagdes apontadas,
realizou-se uma analise de funcdo discriminante (DFA), a fim de analisar se as populagdes sao

de fato diferentes entre si e quais variaveis, simultaneamente, sdo mais explicativas para a
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separacdo (KLEKCA, 1980; SILVA, 2007). Os resultados das classificagdes foram expressos
na forma de uma matriz de confusdo com resubstitui¢do, na qual as porcentagens de
reconhecimento dos grupos pela analise foram acessadas. As variaveis mais informativas
entre as populacdes foram observadas a partir do coeficiente de discriminagdo linear
resultante da analise.

Por fim, a partir da obtencdo das varidveis mais explicativas, tanto para os
espécimes machos como para fémeas, realizou-se uma andlise de varidncia de uma via
(ANOVA; p <0,05) para assim avaliar se as caracteristicas de fato apresentam variacao entre

as populagdes (ZAR, 1999).

2.2.1 Genética e filogenia

Para recuperar a posi¢cdo filogenética de C. flavolineatus e suas relagdes, bem
como de suas populagdes indicadas a novos taxons, foram obtidas nove novas sequéncias de
nucleotideos do gene mitocondrial 16S (L2510mod - CCG ACT GTT TAM CAA AAA CA;
H3056mod - CTC CGG TCT GAA CTC AGA TCA CGT RGQG), indicado por TORRES-
CARVAJAL et al. (2019), a partir de amostras de tecido (figado) de espécimes previamente
identificados como C. flavolineatus depositadas na CHUFC e URCA. O DNA foi extraido
utilizando o kit de extragdo Qiagen DNeasy. J4 a amplificacdo pela Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), foi realizada seguindo o protocolo padrdao proposto por Palumbi et al.
(1991), com volume final de aproximadamente 13uL, contendo 5,5 puL de dgua deionizada;
1,5 pL de MgCl,; 1,5 pL de mix de dANTP; 1,5 pL do primer 16S; 0,3 pL de Taq DNA
Polimerase; 1,5 pL de tampao 10x (Tris-CL 100mM, KCL 500mM) e 1 pL do DNA extraido,
e reacoes de amplificagdo com os seguintes ciclos: 94°C (3 min), 35 % [94°C (30 seg), 48,6°C
(1 min) e 72°C (1 min)], e 72°C (10 min). A fim de verificar a possivel ocorréncia de
contamina¢do, foram utilizadas amostras de controle negativo. As amplificacdes positivas
foram sequenciadas e posteriormente submetidas ao GenBank. Os produtos da PCR foram
analisados em géis de agarose a 1%, através de eletroforese horizontal, e purificados com
ExoSAP-IT para remover o mix de dNTP, os primers remanescentes, bem como DNA de
cadeia simples estranhos produzido durante a PCR.

Além das novas sequéncias processadas, foram obtidas no GenBank e inseridas na filogenia
outras sequéncias referentes a 16 espécies de Chironius (e.g. C. bicarinatus (Wied-Neuwied,
1820); C. brazili Hamdan & Fernandes, 2015; C. challenger Kok, 2010; C. diamantina
Fernandes & Hamdan, 2014; C. exoletus (Linnaeus, 1758); C. flavopictus (Werner, 1909); C.
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foveatus Bailey, 1955; C. fuscus (Linnaeus, 1758); C. gouveai Entiauspe-Neto, Lucio-Lyra,
Koch, Marques-Quintela, Diesel-Abegg & Loebmann, 2020; C. grandisquamis (Petes, 1869);
C. laevicollis (Wied-Neuwied, 1824); C. leocometapus Dixon, Wiest & Cei, 1993; C.
maculoventris Dixon, Wiest & Cei, 1993; C. monticola Roze, 1952; C. multiventris Schimidt
& Walker 1943 e C. scurrulus (Wagler, 1824)). Além disso, sequéncias correspondentes a
outros oito géneros de serpentes da familia Colubridae foram utilizadas afim de compor os
grupos externos (Apéndice B). Esses foram escolhidos baseados em hipoteses filogenéticas
prévias (vide HOLLIS, 2006; PYRON; BURBRINK; WIENS, 2013; KLACZKO;
MONTINGELLI; ZAHER, 2014; FIGUEROA et al., 2016), correspondendo assim a sete
espécimes de géneros da subfamilia Colubrinae (Dendrophidion Fitzinger, 1843; Drymarchon
Fitzinger, 1843; Drymobius Fitzinger, 1843; Drymoluber Amaral, 1930; Leptophis Bell, 1825;
Opheodrys Fitzinger, 1843 e Oxybelis Wagler, 1830) e o género Dipsas Laurenti, 1768 da

subfamilia Dipsadinae, utilizado para enraizar a arvore.

2.2.1.1 Alinhamento e analises filogenéticas

As sequéncias utilizadas no presente estudo foram editadas manualmente
utilizando o software Mega X (KUMAR et al., 2018), realizando alinhamento inicial com
ClustalW (este passo foi repetido a cada acdo de corte das porg¢des) e o corte das porgdes
terminais e iniciais das sequéncias. Por fim, verificou-se a presenga de cédons invalidos, os
quais foram substituidos pelo codon em consenso, ou quando ndo o havia, substituido por “?”.
Posteriormente, todas as sequéncias foram novamente alinhadas através do software MAFFT
versdao 7 (KATOH; ROZEWICKI; YAMADA, 2019) com todos os pardmetros padrdes, mas
utilizando o método de refinamento E-INS-i, recomendado para sequéncias com multiplos
dominios conservados (KATOH; ASIMENOS; TOH, 2009).

Posteriormente, utilizando o Mega X, realizou-se andlise exploratoria para
averiguar a distancia genética par a par, entre os espécimes das populacdes indicadas, a partir
do método de estimacdo de variancia de Bootstrap com 1.000 replicagdes ¢ modelo de
substituicdo pela distancia-p. A variagdo da taxa entre os sitios foi modelada com uma
distribuicdo gama (parametro de forma = 4). De forma exploratéria, todas as posigdes
ambiguas foram removidas para cada par de sequéncias surgindo a necessidade (opgdo de
exclusdo par a par) em uma andlise, enquanto em outra realizou-se a exclusao de todos os
sitios contendo dados ausentes ou lacunas (opc¢do de delegdo completa) (KUMAR et al.,

2018). Todas as posi¢des ambiguas foram removidas para cada par de sequéncias surgindo a
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necessidade (opcao de exclusdo par a par) (KUMAR et al., 2018).

Além disso, utilizou-se o software jModelTest (POSADA, 2008), na plataforma CIPRES
(MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2010), para selecionar o melhor modelo de substitui¢ao
de nucleotideos. Selecionou-se assim o modelo de substitui¢ao TIM1+1+G, obtido a partir do
Critério de Informacgdo de Akaike Corrigido (AICc). A partir da obtengdo deste modelo de
substitui¢do, realizou-se entdo tanto uma andlise de inferéncia bayesiana, utilizando o
MrBayes 3.2.2 (RONQUIST et al., 2012) no CIPRES, como uma andlise de maxima
verossimilhanca através do Mega X, a fim de obter a melhor opgao de arvore filogenética para
todo o conjunto de dados. A execu¢do da inferéncia bayesiana foi configurada para 107
geracdes com amostragem a cada 1.000 geragdes, gerando assim 10.000 arvores das quais
1.000 foram descartadas como “queima” durante o processo de execu¢do para a confeccio da
arvore de consenso. J& a andlise de maxima verossimilhanca transcorreu testando a filogenia

através do método de Bootstrap com 1.000 pseudoreplicacdes.

3 RESULTADOS

Foram analisados 149 exemplares (machos: 64 e fémeas: 85) de espécimes
identificados como Chironius flavolineatus. A amostragem compreendeu espécimes de 16
estados brasileiros (Alagoas: 31, Amazonas: 1, Bahia: 2, Ceara: 34, Goias: 2, Mato Grosso: 6,
Mato Grosso do Sul: 1, Minas Gerais: 27, Para: 2, Paraiba: 7, Pernambuco: 17, Piaui: 3, Sdo

Paulo: 4, Sergipe: 1 e Tocantins: 2) (Apéndice A, Figura 1).
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Figura 1 — Mapa de calor destacando as localidades de amostragem dos espécimes analisados de Chironius
flavolineatus.

Exemplares amostrados

B NO
B NA
Bi-5
l6-10
CJ1-20
] 21-30
B -5

Sistema de Coordenadas Geograficas
DATUM: SIRGAS 2000 4 @l 20 %
Tonte: IBGE | I

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A coloracdo gradual indica o numero de espécimes obtidos em cada
localidade, na qual também inclui locais onde a espécie nao ocorre (NO) e ndo foi amostrada no estudo (NA).

3.1 Caracteres externos

Apesar do acesso a varias colecdes herpetologicas representativas do Brasil,
espécimes originados de Goids foram extremamente raros, portanto, no presente trabalho nao
foram considerados para as andlises estatisticas, mas foram observados seus caracteres para
compor ao banco de dados e realizou-se as andlises filogenéticas com a sequéncia disponivel.

Observou-se que a morfologia entre as populagdes de C. flavolineatus se
apresenta conservada, com consideravel sobreposi¢ao de caracteres, tanto em relacdo ao
padrao de coloragcao como também em medidas corporais € de contagem (Apéndice C).

Com relacdo aos machos, obteve-se através da matriz de confusdo uma
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recuperagdo de 60% (CE), 85,71% (CH) e 60% (RNPB) dos grupos indicados a priori, com
acerto global maior que 75%. Como observado pelo resultado da DFA (Figura 2a), alguns
caracteres mostraram uma discreta tendéncia nos grupos, principalmente os referentes ao
comprimento rostro cloacal (CRC); comprimento da cauda (CC); comprimento vertical do

olho (CVO) e comprimento da cabega (CCa) (Figura 3).

Figura 2 — Andlise de funcdo discriminante (DFA) de espécimes machos (a) e fémeas (b) de Chironius
flavolineatus. Poligonos correspondem as populacdes do: Ceard (vermelho); Mata Atlantica do Rio Grande do
Norte e Paraiba (azul) e do restante da distribui¢do nacional (verde).
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Fonte: Desenvolvido por Antonio Rafael Lima Ramos.

Apesar de ndo extraidos na DFA, notou-se também durante as analises exploratdrias
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uma pequena distingdo, com relacdo a largura do focinho (LF) e da cabeca (LCa) (Figura 3),
bem como no nimero de escamas subcaudais (Figura 4a). Dentre os quatro caracteres mais
explicativos apontados pela DFA, o CVO (p = 0,36) ndo varia de fato entre as populagdes,
mas o CRC (p = 0,01) e o CC (p = 0,007) mostraram-se significativamente variaveis,
enquanto o CCa (p = 0,06) foi marginalmente significativo. Dessa forma, nota-se
estatisticamente que os machos da popula¢do do Ceara tém uma tendéncia a serem maiores
que os das demais populagdes, principalmente com relagdo ao valor maximo ¢ medianas de

CRC e CC observadas.

Figura 3 — Conjunto de boxplots comparando os caracteres morfométricos observados nos machos das
populacdes de Chironius flavolineatus.
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Figura 4 — Conjunto de boxplots comparando a contagem do nimero de escamas ventrais (VE) e subcaudais
(SC), de machos (a) e fémeas (b), observada entre as populagdes de Chironius flavolineatus.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: VE (niimero de escamas ventrais) ¢ SC (nimero de escamas subcaudais).
Grupo CE (Ceard), CH (Distribuigdo nacional) e RNPB (Rio Grande do Norte-Paraiba).

Ja com relacdo as fémeas, por meio da matriz de confusdo houve uma recuperacio de
uma menor porcentagem com relacdo as populagdes CE (50%) e RNPB (40%), mas
recuperando quase a totalidade de CH (97,5%), obtendo assim acerto global igual a 83,63%.
As fémeas também apresentaram consideravel sobreposi¢do de caracteres entre algumas

populacdes, mas nota-se que ndo héd sobreposicdo entre CE e CH, apenas de ambas com
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RNPB (Figura 2b). A DFA extraiu as variaveis Cca, Lca, distdncia rostro orbital (DRO) e

comprimento horizontal do olho (CHO), como os principais caracteres que poderiam explicar

a distingdo entre as populagdes. Além disso, assim como para os machos, observou-se uma

ligeira distingdo entre as contagens do niumero de escamas ventrais, mas principalmente de

subcaudais (Figura 4b), nas quais as fémeas possuem maior nimero dessas escamas que as

demais populagdes. Contudo, apenas Lca (p = 0,015) varia entre as populagdes, sendo os

demais (Cca, p = 0,09; DRO, p = 0,41 e CHO, p = 0,12) na verdade similares entre as

populagdes. Dessa forma, as fémeas de CE possuem cabecas ligeiramente mais largas (Lca)

que das demais populacdes avaliadas (Figura 5).

Figura 5 — Conjunto de boxplots comparando os
populacdes de Chironius flavolineatus.
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A analise de varidveis qualitativas revelou estados de caractere em certos individuos,
ndo citados nas revisdes taxonomicas que C. flavolineatus recebeu ao longo dos anos, muito
menos evidenciados em sua descri¢ao. O mais evidente € a presenga de uma pequena porgao
enegrecida, obliqua, na borda de algumas escamas da cauda (Figura 6), aqui referido como
“linha preta na regido paraventral das escamas caudais” (LPPVSC). Esse caractere
apresentou-se como multiestado, podendo estar ausente ou ser encontrado como: discreto
(pouco visivel e em poucas escamas) e marcado (bastante evidente e presente em varias
escamas). E presente em propor¢des similares tanto em machos como em fémeas em cada
populacdo e também ndo aparenta haver variagdo ontogenética, sendo presente mesmo em
juvenis e podendo se apresentar também em qualquer um dos estados citados. Apesar da
grande sobreposicao dos caracteres quantitativos, a presenga da LPPVSC demonstrou uma
possivel tendéncia de estruturacao entre as populacdes. No CE a maior parte dos individuos
(78%) apresenta esse caractere em algum estado (i.e. discreto ou marcado), sendo mais
frequentemente observado o estado “marcado”, enquanto que os espécimes de CH e RNPB o

apresentam menos frequentemente, em 35% e 18% dos individuos, respectivamente (Tabela

1.
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Figura 6 — Linha preta na regido paraventral das escamas caudais (LPPVSC) de um espécime de Chironius
flavolineatus (URCA12026) da populagdo do estado do Ceara (estado de caractere considerado “marcado”). Em
azul: escala inserida com propor¢do do comprimento em milimetros.

Fonte: Imagem produzida por E. F. F. de Carvalho. Nota: Desenvolvida através de estereomicroscopio adaptado
para entrada de cAmera para melhor observacgdo dos detalhes, mas o caractere pode ser observado a olho nu.

Tabela 1 — Frequéncia do caractere Linha Preta na regido Paraventral das escamas Caudais (LPPVSC) entre as
populacdes de Chironius flavolineatus.

CE CH RNPB
Ausente 22% 65% 82%
Discreto 31% 23% 18%
Marcado 47% 12% 0%

Fonte: Dados da pesquisa.

Outros caracteres qualitativos merecem destaque, ndo pela sua possibilidade de criar
agrupamentos, mas novamente pela sua auséncia em trabalhos anteriores. Um deles ¢
referente a uma despigmentagdo caracteristica presente nas bordas centrais das escamas
dorsais da faixa vertebral, formando um “ziguezague” de coloracdo esbranquicada (FVZZ)
(Figura 7), sendo presente na grande maioria dos individuos entre todas as populacdes (>80%
dos espécimes). Além disso, ha a presenca de uma pigmentagao diferenciada da cor de fundo

do ventre sob a borda posterior das escamas ventrais (PSV), podendo ser observada ao
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suspender a borda. Observou-se essa pigmentagdo variando entre os estados: esbranquigada

(30%); acinzentada (21%) e preta (49%) (Figura 8).

Figura 7 — Despigmentagdo caracteristica e marcada, em “ziguezague”, na borda central das escamas dorsais
presentes na faixa vertebral de espécimes de Chironius flavolineatus (MNRJ 17771).

Fonte: Desenvolvido pelo autor. Nota: Desenvolvida em lupa de automontagem.
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Figura 8 — Pigmentacao de fundo sob a borda das escamas ventrais de espécime de Chironius flavolineatus com
estado de carater definido como “pigmentado em preto” (MNRJ14853).

Fonte: Desenvolvido pelo autor. Nota: Desenvolvida através de esterecomicroscopio, mas o caractere pode ser
observado a olho nu.

3.2 Hemipénis

Foram preparados 11 hemipénis adicionais de espécimes identificados como
Chironius flavolineatus, oriundos do Ceard (i.e. CE); Piaui; Alagoas; Pernambuco e Minas
Gerais (i.e. CH). Esses orgdos foram comparados entre si, assim como com a descri¢do
apresentada na revisao da espécie (vide Hamdan; Fernandes, 2015), a qual analisaram sete
hemipénis, oriundos da Bahia; Mato Grosso e Sergipe.
O exame do orgdo revelou caracteristicas distintas das descritas previamente para a espécie.
Contudo, a amostragem mais representativa dos 6rgaos de mesma localidade correspondeu a
de exemplares do estado de Ceard, ndo havendo disponiveis o6rgaos de espécimes dos grupos
RNPB, CH e GO. Portanto, limitar-se-a a descrever o padrao observado nos hemipénis dos
espécimes da populacdo do Ceara, comparando-os com o padrdo apresentado por Handam e

Fernandes (2015) e com os demais 6rgdos preparados, pertencentes ao grupo CH (estados de
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carater em paréntese), sendo este um: hemipénis unilobado, cilindrico e unicaliculado, com
calices espinulados e bem desenvolvidos na porc¢ao apical. Por¢do medial do hemipénis com
regido de constrigdo marcadamente coberta por espinulos (Figura 9d) separando os calices do
apice dos espinhos abaixo da regido de constri¢ao no lado assulcado (vs. regido de constrigao
sem espinulos separando os calices do apice dos espinhos abaixo da regido de constri¢do no
lado assulcado). Espinhos curvos de médio a grande, cobrindo os lados laterais e assulcados,
sendo estes também compridos e finos (vs. espinhos compridos, ou curtos, € grossos); €
espinulos cobrindo o lado sulcado do o6rgdo. Sulco espermatico simples, centrolinear e
limitado por espinulos ao longo de sua extensdo. Sulco espermdtico posicionado mais
lateralmente na porcao basal do hemipénis, tornando-se mais central a partir do final do terco
medial do hemipénis (vs. sulco espermatico tornando-se mais central a partir do final do tergo
proximal do hemipénis). Em vista lateral, sulco espermatico situado na face concava do 6rgao.

Porgdo basal do hemipénis com poucos espinulos distribuidos irregularmente.
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Figura 9 — Hemipénis de exemplar de Chironius flavolineatus da populagdo do Ceard (URCA12023),
evidenciando os lados assulcado (a, d), sulcado (b) e lateral (c).

Fonte: Desenvolvido pelo autor. Legenda: Seta branca indica a regio medial de constricdo do hemipénis
marcadamente coberta por espinulos.

3.3 Analises evolutivas
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No presente trabalho buscou-se gerar novas sequéncias genéticas para a espécie,
obtiveram-se duas inéditas para a Bahia, além de duas novas originadas do Rio Grande do
Norte e outra para o Ceard, totalizando nove novas sequéncias (Apéndice 2).

A analise de distdncia genética com o gene 16S revelou elevada similaridade
genética entre as amostras das diferentes espécies candidatas. Da mesma forma, nenhum
clado com elevado valor de suporte com estrutura geografica nas regides biogeograficas
estudadas, seja por inferéncia bayesiana ou andlise de mdéxima verossimilhanga, foi
recuperado. A excecdo foi a amostra de Goids, que foi recuperada como uma linhagem
distinta e com alto suporte em ambas as andlises (Figura 10 e 11).

Com relagdo a distancia genética, as indicadas populagdoes CE e RNPB
demonstraram-se muito proximas geneticamente entre si, de acordo com o método de delecao
par a par (no maximo 1,52%). Contudo, pelo método de dele¢do completa, ndo ha nenhuma
diferenga genética resgatada entre essas duas populacdes. J& com relagdo a populacdo de
Goids (GO), em ambos os métodos ela aparenta estar mais distante geneticamente das
populagdes do CE e RNPB, sendo a maior distancia resgatada pelo método de delecao
completa (2,82%).

Esse resultado ¢ observado também a partir da inferéncia bayesiana e da analise
de maxima verossimilhanga, que apesar de gerarem arvores com topografias ligeiramente
diferentes (em detrimento das diferengas intrinsecas as duas andlises), ambas resgataram a
populagdo indicada para GO como um clado irmdo do clado CE-RNPB (a partir de agora
referido dessa forma) (Figura 10 e 11).

Além disso, todas as analises apontaram dois espécimes da Bahia, identificados a priori como
C. flavolineatus, agrupados como irmaos de C. diamantina (exemplar 25 _6676) e C. exoletus

(28 4636).



Figura 10 — Arvore gerada a partir de inferéncia bayesiana (Mr Bayes), representando a relagdes filogenéticas

entre as espécies do género Chironius.
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Figura 11 — Arvore confeccionada a partir do método de maxima verossimilhanga (ML) representando as

relacdes filogenéticas entre as espécies do género Chironius.
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4 DISCUSSAO

Apesar de ser o segundo maior grupo em riqueza de espécies dentre os Squamata
(PYRON; BURBRINK; WIENS, 2013; UETZ et al., 2023), a morfologia externa das
serpentes ¢ relativamente conservada entre os grupos (SLOWINSKI, 1995; KEOGH, 1999;
SILVA et al., 2018). Ela ¢ influenciada consideravelmente pela similaridade ecologica, visto
que diversas espécies exploram o habitat de forma similar, tendo assim atributos de historia
natural também similares (e.g. FRANCA et al., 2008). Entretanto, esse conservadorismo
morfolégico dificulta a distingdo entre espécies de serpentes filogeneticamente proximas
(MARIN et al., 2013; CERIACO; BRANCH; BAUER, 2018; SOARES, 2018), o que parece
ser o caso para diversas espécies dentro do género Chironius, dado o extensivo nimero de
revisdes taxondmicas, novas espécies descritas e complexos de espécies apontados (e.g.
DIXON; WIEST; CEIL 1993; FERNANDES; HAMDAN, 2014; HAMDAN; FERNANDES,
2015; TORRES-CARVAJAL et al., 2019; ENTIAUSPE-NETO et al., 2020).

Isso também se reflete em C. flavolineatus, visto que os espécimes entre as
populagdes apresentaram forte sobreposi¢ao de varios caracteres. Apesar disso, foi observada
variacao estatisticamente significativa, de certas medidas morfométricas e de folidose, entre a
populacdo CE e as demais populagdes de C. flavolineatus. Nos espécimes machos, essa
diferenciagdo foi mais evidente, enquanto que nas fémeas se apresentou menos claramente
definida. Esse achado mostra-se semelhante a estudos taxonomicos anteriores envolvendo
espécies do complexo Bothrops atrox (e.g. WUSTER, 1996), no qual os machos apresentaram
também variacdo morfoldgica mais consistente que as fémeas.

Outros achados referentes a morfologia também merecem destaque, como a
identificacdao e descri¢do de trés caracteristicas morfoldgicas presentes em varios individuos
dentro das populagdes de C. flavolineatus, sendo dois polimorficos (i.e. LPPVSC e PSV) e
outro, aparentemente, mais homogéneo entre as populacdes (FVZZ). Os -caracteres
polimoérficos mostram-se interessante e promissores, visto que alinhados a novos estudos
moleculares, podem trazer novas informagdes sobre a historia evolutiva e dados sobre
variabilidade intra e interespecificas inéditas do grupo, uma vez que diferencas nas
frequéncias de caracteres mais varidveis também podem fornecer evidéncias importantes para
a delimitacdo de espécies (WIENS; SERVEDIO, 2000). Principalmente no que se refere a
LPPVSC, visto que ha uma possivel tendéncia de variagcdo diferencial entre as frequéncias
desse caractere entre as populagdes indicadas, em destaque para a populagdo do estado do

Ceard, a qual o apresentou consideravelmente mais frequente em nossa amostragem. Dessa
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forma, refletindo um potencial sinal taxondmico.

Outra questdo relevante em relagdo a LPPVSC ¢ que analisando o trabalho de
Dixon, Wiest e Cei (1993), notou-se que os autores atrelaram a C. flavolineatus uma
caracteristica que se assemelha a LPPVSC e outra que ndo foi encontrada em nenhum

espécime examinado:

[...] escamas dorsais na parte posterior do corpo ¢ cauda as vezes com bordas pretas;
[continua] em alguns individuos as pontas externas das ventrais e subcaudais sdo
finamente contornadas em preto e uma ténue linha em ziguezague ¢ formada na
parte inferior da cauda a partir do preto das bordas mediais das subcaudais. (DIXON;
WIEST; CEI, 1993, p. 109).

Hamdan e Fernandes (2015, p. 116) também notaram essa incongruéncia, pelo
menos no que tange a linha ténue em ziguezague na borda medial das escamas subcaudais
(aqui referido como “Carater 2”). Eles a desvincularam da variagdo descrita para C.
flavolineatus, atrelando entdo a C. brazili embasados inclusive pelo acesso a alguns
exemplares incluidos no trabalho dos referidos autores (e.g. MZUSP 2438, 3853-55).
Contudo, a caracteristica das bordas pretas na parte posterior do corpo e da cauda (aqui
referido como “Carater 1) ainda permaneceria vinculada a C. flavolineatus. Apesar do
Carater 1 se assemelhar com a descricdo de LPPVSC aqui apresentada, ndo ¢ possivel tratar-
se dessa caracteristica, posto que estdo presentes Unica e exclusivamente na cauda, e ndo na
parte posterior do corpo e cauda como apontado por Dixon, Wiest e Cei (1993). Portanto,
propoem-se a desvinculacdo desse caractere da variagdo morfologica possivel de C.
flavolineatus. Dessa forma, ¢ valido o acesso futuro a esses exemplares e outros nao
acessados por Hamdan e Fernandes (2015) a fim de verificar a identidade do portador dessa
caracteristica.

A morfologia dos hemipénis de individuos oriundos do Ceard também se
apresentou como outro achado relevante. Notou-se que hé variagdo em relagdo a presenca
marcante de espinulos na regido de constricdo do hemipénis, na face assulcada, e do sulco
espermatico alinhando-se ao centro apenas no final do terco medial. Esse conjunto de
caracteristicas foi algo apenas notado nos hemipénis dos espécimes do Ceard. Isso também o
diferencia do hemipénis descrito por Hamdan e Fernandes (2015), na revisao de C.
flavolineatus, uma vez que os hemipénis analisados por eles corresponderam a espécimes da
Bahia, Mato Grosso e Sergipe (i.e. CH). O referido conjunto de caracteristicas hemipenianas
pode vir a refletir um padrido caracteristico a populacdo do Ceard, sendo assim necessario

ampliar a amostragem de hemipénis para observar se o padrdo se sustenta ou se, entdo,
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corresponde a parte da variagdo da espécie como um todo. Essas duas caracteristicas se
assemelham bastante com as presentes em C. diamantina (vide FERNANDES; HAMDAN,
2014, p. 570), sendo um achado inesperado, dado o longo tempo de separagdo da linhagem
que originou as duas espécies (i.e. ha aproximadamente 12 milhdes de anos) (HAMDAN et
al., 2017). Contudo, observamos que a distancia genética entre C. flavolineatus e C.
diamantina (3,62%) ¢ consideravelmente menor que a distancia entre C. flavolineatus e C.
brazili (5,64%). Sendo assim, essas duas espécies, de fato, estdo mais proximamente
relacionadas de alguma forma. Desse modo, a anatomia hemipeniana pode trazer informagdes
validas a serem estudadas e assim auxiliar a compreender melhor a histéria evolutiva dessas
espécies.

As andlises evolutivas resgataram hipoteses similares a apresentada por Hamdan
et al. (2017), de fato apontando a populagdo GO como filogeneticamente distinta de CE-
RNPB, considerando tanto a distdncia genética como a topologia das arvores geradas. E
valido destacar que a distancia genética entre GO e CE-RNPB foi estimada em 2,82%, sendo
até maior que a distincia genética entre C. brazili e C. diamantina (2,01%), espécies irmas e
com caracteres diagndsticos evidentemente distintos. O tempo estimado em que a linhagem de
GO comecou a ser separada de CE-RNPB também ¢ proximo ao periodo de separagdo entre C.
brazil e C. diamantina (HAMDAN et al., 2017), todos no Zancliano ha aproximadamente
cinco milhdes de anos, explicando assim também a distancia genética relativamente
semelhante entre os clados. Além disso, o tempo de especiacao entre as duas linhagens de C.
exoletus foi apontado de ter ocorrido no Piacenziano (3,02 milhdes de anos), sendo um
complexo de espécies cripticas também identificado e reforgado por outros autores (e.g.
TORRES-CARVAJAL et al., 2019). Dessa forma, comparativamente, o tempo de separagdo ¢
plausivel para ocorrer especiagdo entre essas linhagens do complexo C. flavolineatus.
Contudo, durante este estudo, espécimes oriundos de Goids foram extremamente escassos,
sendo necessaria a avaliagdo de mais exemplares para possibilitar inferir apropriadamente
sobre a variagdo morfologica desta populagdo, alinhada com a inferéncia genética.

Também se faz necessaria uma maior € mais representativa amostragem a fim de
acessar com maior precisao a historia evolutiva e os limites especificos das populagoes de C.
flavolineatus, principalmente de amostras de exemplares pertencentes aos grupos GO e CH,
que foram limitas e ausentes, respectivamente. Como exemplo da ainda baixa
representatividade, as sequéncias de DNA da espécie disponiveis no GenBank procedem
somente do Rio Grande do Norte, Ceara e Goias, representando assim apenas uma reduzida

parcela da diversidade genética da espécie. Um tamanho amostral reduzido pode, por vezes,
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levar a vieses de resultados em detrimento da distancia geografica entre os grupos analisados
(CARSTENS et al., 2013). Dessa forma, a obtencdo de novas sequéncias genéticas pode
auxiliar a elucidar melhor as rela¢des entre os taxons.

Mesmo tendo sido obtidas novas amostras de tecidos, de espécimes de demais
localidades que as citadas anteriormente, algumas sequéncias de DNA geradas ndo se
mostraram adequadamente informativas (i.e. 25 6626 e¢ 28 4636). No caso dessas duas
sequéncias, ambas sdao oriundas de espécimes da Bahia e mostraram maior semelhanga com
outras espécies congéneres (i.e. C. exoletus e C. diamantina). Ha possibilidade de se tratar de
erro de identificagdo, posto que espécies do género Chironius, com certa similaridade de
caracteristicas, podem ser acidentalmente confundidas quando ndo avaliadas minuciosamente
(B. F. Guilhon, observagao pessoal, 2021; 2022). Com relagdo ao espécime 25 6626 ¢ bem
provavel que corresponda de fato a C. diamantina, pois inclusive ¢ oriundo da localidade tipo
da espécie (Palmeira - BA) (FERNANDES; HAMDAN, 2014), mas 28 4636 ainda precisa
ser acessado para confirmar devidamente a sua identificacdo. Contudo, o gene 168S,
isoladamente, pode apresentar-se também como pouco informativo para identificagdao a nivel
de espécie em certos casos (SOERGEL et al., 2012). Ele ¢ 2,5 vezes menos variavel que os
outros genes (i.e. Cytb e COl), tornando assim seu poder discriminatério menor e
possibilitando a observagao de similaridades entre espécies distintas (NICOLAS et al., 2012).
Dessa forma, torna-se possivel a interpretacdo de seu baixo sinal filogenético para a
compreensao das relagdes evolutivas entre as espécies de Chironius.

Diante do exposto, referente aos achados morfologicos e moleculares, considerou-
se a amostragem ainda insuficiente para propor e conduzir a descricdo de uma nova espécie
com seguranca. Como observou-se baixa distancia genética entre as populagdes analisadas,
apesar da populacdo do estado do Ceara apresentar caracteres que tendem a uma diferenciacao
com as demais populacdes, essa diferenga pode refletir & um padrao geografico caracteristico
dado a plasticidade fenotipica da espécie e a sua adaptacdo local. Portanto, ¢ recomendado e
necessario ter cautela para ndo aumentar a diversidade alfa do grupo sem bases firmes para
reforgar a proposi¢do, mantendo dessa forma somente o estado de espécies candidatas,

necessitando ainda de maiores estudos e amostragens.

5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho resgatou parcialmente a hipotese filogenética mais recente

apresentada para o grupo. Foram apresentadas novas caracteristicas quantitativas, com
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caracteres polimorficos promissores para comparacdo entre as populacdes, alinhada a
ampliacdo da amostragem genética. Foram geradas novas sequéncias e outras inéditas estdo
para serem disponibilizadas, contribuindo assim com futuros trabalhos para compreender de
forma mais precisa as relagdes filogenéticas deste complexo de espécies. Por fim, foi
verificada a presenca de caracteristicas distintas com relagdo a morfologia do hemipénis,
principalmente para os espécimes do estado do Ceara, além de uma similaridade com
caracteristicas presentes em Chironius diamantina. Demonstrando, dessa forma, que o
complexo Chironius flavolineatus possui um amplo espectro de variagdo, apresentando ainda
caracteristicas ndo observadas em revisdes anteriores. Por fim, apesar de caracteres
morfométricos, morfologia hemipeniana e de folidose das subcaudais indicarem sinal
taxondmico, considerou-se a amostragem ainda limitada. Portanto, adotou-se parcimonia,
optando por ndo prosseguir com ato nomenclatural novo, mantendo, at¢ 0 momento, o0 nome

C. flavolineatus para a populacao do estado do Ceara.
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APENDICE A - LISTA DE VOUCHERS DOS MATERIAIS EXAMINADADOS

Chironius flavolineatus. BRASIL: Sem localidade especifica: CHUFPB27787, 27999, 21364,
21366, 31111, 27801, 27774, 12602, 12954, 11760. ALAGOAS: Camaragibe: MNRJ3981,
Matriz de Camaragibe: CHUFPB4669, Joaquim Gomes: MUFAL14049, Limoeiro de Anadia:
MUFAL13268, Maceio: MUFAL2064, 4185, 14048, 15865, 15870, 16327, 16328, 16328,
17116, 17146, Murici: MUFAL10888, 12217, 12867, 12868, 12869, 12870, 12871, 12872,
12873, Paripueira: MUFAL16136, Rio Largo: MUFAL13702, 14050, Teotonio Vilela:
MUFAL13271, 13272, 13273, 13274, 13275. AMAZONAS: Humaita: MNRJ19786. BAHIA:
Barreiras: MNRJ3064, 3065. CEARA: Barbalha: CHUFC2127, URCA5393, 5394, 3893,
Caririagu: URCAS8249, 8251, 8250, Crato: CHUFC4375, 5633, 11014, 11892, 12026, 12027,
12029, 12030, 12031, 12032, 12110, 12111, 12112, 12113, 12265, 13388, 13389, 15133, 23,
9811, Ico: URCA22, Iguatu: URCA21, Mauriti: URCA12023, Ubajara: CHUFC4046, 4339,
14576, Tiangua: URCAI15751, GOIAS: Sem localidade: TVB3291, Uruagu: MNRJ7495.
MATO GROSSO: Barra do Tapirapé: MNRIJ588, 589, Cocalinho: FAP255, Xavantina:
MNRIJ6697, 9274, 9276. MATO GROSSO DO SUL: Aquidauana: MNRJI1511.MINAS
GERAIS: Unai: MNRJ10929, Jodao Pinheiro: MNRJ12900,12901, 14853, 14854, 14855,
14901, 15251, 15252, 15299, 15312, 15355, 17155, 17156, 17157, 17158, 17159, 17183,
17211, 17271, 17770, 17771, 17821, 17822, 19985, 19997, 20222. PARA: Maraba:
CHUFC1270, Serra do Cachimbo: MNRJ6700. PARAIBA: Alhandra: CHUFPB9374,
Gurinhém: CHUFPB4667, Jodao Pessoa: CHUFC2688, 4665, 4666, 8839, Rio Tinto:
CHUFC4558. PERNAMBUCO: Agua Preta: CHUFPE422, Aracoiaba: CHUFPES523, Cabo
de Santo Agostinho: MUFAL17088, Ipojuca: CHPUFRPE4190, Paudalho: CHUFPES19, 520,
521, 522, Primavera: CHPUFRPES059, Recife: CHUFPE21, Sao José: CHPUFRPE2002,
Serra Talhada: CHUFPB4668, Tamandaré: CHPUFRPE4506, Timbauba: CHUFPE394, 395,
396. PIAUI: Ilha Grande: CZDP(J2)0047, 0048, 0051. SAO PAULO: Ribeirdo Preto:
CHUFCS536, 622, 781, Serra Azul: CHUFCI1878. SERGIPE: Pirambu: CHUFCS892.
TOCANTINS: Alianga do Tocantins: CHUFPB4860, 4861.
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DO TRABALHO
Espécies Voucher Numero de acesso Referéncia
Chironius
C. bicarinatus LCBBI8 MF673217 Hamdan et al., 2017
LCBB21 MH602320 Hamdan et al., 2017
MNRJ15083 MH602316 Entiauspe-Neto ef al. 2020
MNRJ26255 MH602318 Entiauspe-Neto ef al. 2020
MTR26905 MH602319 Entiauspe-Neto ef al. 2020
MTR33355 MH602317 Entiauspe-Neto ef al. 2020
C. brazili LCBB14 MF673213 Hamdan et al., 2017
LCBBI5 MF673214 Hamdan et al., 2017
LCBBI16 MF673215 Hamdan et al., 2017
LCBB17 MF673216 Hamdan et al., 2017
LBCC19 MF673218 Hamdan et al., 2017
C. challenger IRSNB2659 MKO086534 Torres-Carvajal ef al. 2018
C. diamantina LCBB7 MF673206 Hamdan et al., 2017
LCBBS MF673207 Hamdan et al., 2017
LCBB9 MF673208 Hamdan et al., 2017
C. exoletus IRSNB18086 MKO086537 Torres-Carvajal ef al. 2018
C. flavolineatus 25 6676 X Presente trabalho
28 4636 X Presente trabalho
29 8888 X Presente trabalho
30 3503 X Presente trabalho



C. flavopictus

C. foveatus

C. foveatus
C. fuscus

C. gouveai

C. grandisquamis

C. laevicollis
C. leucometapus

31
LCBBI
LCBB2
LCBB3
LCBB4
LCBB5

LCBBI1

LCBBI3

LCBB31
QCAZ5750
QCAZ5863
QCAZ9162
QCAZI11239

Nao disponivel

LCBB29
MTR12348
MTR12414
ROM39442
ROM42601

CT453
CT2635
QCAZ5046
QCAZ5634
QCAZ5733
QCAZ8026
QCAZ8500
QCAZI11054
LCBB20

CORBIDI15562

X
MF673201
MF673202
MF673203
MF673204
MF673205
MF673210
MF673213
MF673225
MKO086554
MKO086555
MKO086556
MKO086557
HM582210
MF673196
MH602326
MH602327
MKO086585
MKO086586
MH602315
MH602314
MKO086587
MKO086588
MK086589
MK086590
MKO086591
MK086592
MF673219
MKO086593

Presente trabalho
Hamdan et al., 2017
Hamdan et al., 2017
Hamdan et al., 2017
Hamdan et al., 2017
Hamdan et al., 2017
Hamdan et al., 2017
Hamdan et al., 2017
Hamdan et al., 2017

Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Klaczko et al. 2014
Hamdan et al., 2017
Entiauspe-Neto et al. 2020
Entiauspe-Neto et al. 2020
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Entiauspe-Neto et al. 2020
Entiauspe-Neto et al. 2020
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Hamdan et al., 2017
Torres-Carvajal et al. 2018

45



C. maculoventris
C. monticola

C. multiventris

C. scurrulus

Grupos externos
Dendrophidion brunneum
Dendrophidion graciliverpa
Dipsas catesbyi
Drymarchon corais
Drymoluber brazili
Drymoluber dichrous
Leptophis ahaetulla
Opheodrys aestivus

Oxybelis aeneus
Oxybelis fulgidus

LCBB23
QCAZ5184
QCAZ6374
QCAZT267
QCAZ7991
QCAZ8069

CORBIDI9308
CORBIDI13928
IRSNB18018

QCAZ5037
QCAZ10561
QCAZ13558

Nao disponivel
Nao disponivel
QCAZ13568
Nao disponivel
USNMHerp574606
USNMHerp575051
Nao disponivel
Nao disponivel

MF673221
MKO086605
MKO086607
MKO086610
MKO086611
MKO086612
MKO086615
MKO086618
MK086626

MKO086631
MKO086633
MK086634
HM582220
HM582219
MKO086636
HM582222
MN135526
MN135526
HM582225
HM582226
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Hamdan et al. 2017
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018

Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Torres-Carvajal et al. 2018
Pyron et al. 2011
Klaczko et al. 2014
Torres-Carvajal et al. 2018
Klaczko et al. 2014
Gotte et al. (ndo publicado)
Gotte et al. (ndo publicado)
Klaczko et al. 2014
Klaczko et al. 2014
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APENDICE C - COMPARACAO DOS CARACTERES MORFOMETRICOS E MERISTICOS AFERIDOS DURANTE AS ANALISES
DOS ESPECIMES DAS TRES POPULACOES DE CHIRONIUS FLAVOLINEATUS.

Caractere Machos Fémeas
CE CH RNPB CE CH RNPB
Cea 19,40 - 26,91 18,50 - 23,57 20,68 - 27,60 20,57 - 26,79 19 -25 19,72 - 27,50
(22,90 £ 1,35; 10) (21,45 £ 1,60, 26) (22,27 + 3,80, 6) (23,49 £0,73; 11) (22,23 + 1,44; 44) (23,76 £3,22; 6)
Lea 7,16 - 12,87 6,43 - 10,90 8,34 - 12,24 8,35-13 6,96 - 14,47 8,23 -12,16
(9,59+1,41; 10) (8,54 +1,21; 26) (9,45 + 2,06; 6) (10,58 £0,60; 11) (9,08 + 1,61; 44) (9,96 + 1,63; 6)
Cea/Lea 1,89 -291 2,03-3,14 2,25-2,54 1,94 -2,75 1,63 -3,23 2,26 - 2,50
(2,44 +0,29; 10) (2,53 +0,23; 26) (2,36 +£0,13; 6) (2,23+0,11; 11) (2,48 +0,31; 44) (2,39 +0,10; 6)
DRO 5,73 - 8,96 5,43 -7,61 5,79 - 8,81 4,11 - 8,86 5,95 -8.,56 6,11 - 8,38
(7,09 + 0,59; 10) (6,57 +0,65; 26) (6,98 + 1,54; 6) (6,85+0,51; 11) (6,81 +0,61; 44) (7,27 £ 0,97, 6)
LF 3,26 - 5,55 2,98 - 4,86 3,29 -495 3,18-6,20 2,97 - 5,09 3,13-492
(4,44 +0,51; 10) (3,96 + 0,49; 26) (4,07 £ 0,76; 6) (4,66 +1,11;11) (3,99 + 0,35; 44) (3,89 + 0,86; 6)
LF/DRO 0,56 - 0,68 0,45-0,72 0,49 - 0,66 0,47 - 1,28 0,45 -0,69 0,40 - 0,61
(0,62 +0,03; 10) (0,60 + 0,04; 26) (0,58 +0,01; 6) (0,70 £ 0,15; 11) (0,588 +0,04; 44) (0,53 +0,08; 6)
CHO 4,22 -5,29 3,93 -5,59 437-5,76 4,42 -5,62 3,69 - 5,88 4,01 -4,95
(4,87+041;8) (4,71 £ 0,50; 22) (4,89 + 0,40; 4) (4,98 +0,33; 10) (4,73 £ 0,36; 39) (4,49 £ 0,36; 6)
CVO 3,21 -4,84 3,56 - 4,99 3,68 - 4,60 3,46 - 4,85 3,14 -497 3,76 - 4,53
(4,13 £0,56; 8) (4,15+£0,39; 22) (4,19 £0,46; 4) (4,38 £ 0,40; 10) (4,11 +£0,34; 39) (4,20 £0,28; 6)
CVO/CHO 0,76 - 0,91 0,75 -1,06 3,68 - 4,60 0,78 - 0,94 0,69 - 0,99 0,85-1,02
(0,84 + 0,05; 8) (0,88 + 0,056; 22) (4,19 £0,04; 4) (0,87 £ 0,08; 10) (0,87 +0,05; 39) (0,94 + 0,07; 6)
PO 0,68 - 1,62 1,07 - 1,91 1,16 - 1,34 0,93 -1,39 1,17-1,93 0,93-1,92
(1,30+0,37; 8) (1,50 £ 0,22; 21) (1,25 £ 0,09; 3) (1,19+0,17;9) (1,58 £ 0,16; 28) (1,45 + 1,40; 6)
LMC 4,69 - 14,87 5,25-11,40 6,93 - 16,22 6,67 - 12,17 6,48 - 11,92 7,170 - 12,450
(9,16 +£3,57; 12) (8,23 £1,59; 26) (8,76 £4,51; 6) (9,93 +1,70; 11) (9,16 £ 1,38; 44) (9,75 +£ 2,33, 6)
AMC 7,05 - 15,06 4,50-13,41 7,06 - 15,34 9,10 - 14,90 6,33 -15,39 9,27 - 15,21
(11,20 £ 2,58; 12) (9,81 + 1,63; 26) (10,38 £ 3,10; 6) (12,36 £1,19; 11) (11,11 £ 1,94; 44) (13,19 £2.47; 6)
AMC/LMC 0,88 -2.41 0,54 -1,74 0,94 - 1,29 1,06 - 1,48 0,88 - 1,60 1,18 - 1,66
(1,28 +0,52; 12) (1,22 +0,17; 26) (1,10+0,17; 6) (1,25 +0,15; 11) (1,21 +0,16; 44) (1,37+0,19; 6)
CRC 519-793 512 -735 560 - 793 601,0 - 802,0 511 - 786 541 - 834
(647,60+61,34; 11) (595,20 + 67,72; 26) (634,80 + 120,23; 6) (686,10 +29,77; 11) (635,90 + 61,80, 44) (694,70 + 126,78, 6)
cc 348 - 500 326 -452 326 - 457 367 - 479 312-553 333-495
(425 +£39,41; 11) (375 £ 42,83, 24) (383,40 + 66,77, 5) (417,20 +20,10; 10) (391,30 + 49,38; 43) (415,60 + 68,10; 5)
CC/CRC 0,57 - 0,69 0,51-0,70 0,52 -0,65 0,56 - 0,65 0,51-0,74 0,58 - 0,61

(0,65+0,01; 10)

(0,63 + 0,02; 24)

(0,60 % 0,06; 5)

(0,61 % 0,02; 10)

(0,61 + 0,03; 43)

(0,60 = 0,01; 5)
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ot 383 - 1293 841,0 - 1187,0 929 - 1250 971 - 1281 823 - 1291 874 - 1329
(1025 + 99,49; 11) (963,80 + 109,04; 24) (1025 + 179,31; 5) (1099 + 45,90; 10) (1027 + 107,33;  43) (1109 + 194,68; 5)

VE 153 - 160 150 - 161 153 - 157 155 - 164 152 - 165 156 - 161
(155,70 + 1,94; 9) (154 +2,15; 25) (154,70 +2,08; 6) (159,10 + 4,50; 8) (157 + 3,70; 43) (158,70 + 2,06; 6)

SC 141 - 153 128 - 148 103,0 - 145,0 133 - 144 124 - 144 128 - 139

(145,40 = 3,88; 9)

(138 + 4.39; 22)

(125,20 +21,07; 5)

(138,20 = 3,05; 4)

(134 + 4.68; 33)

(134,20 = 4,64; 4)

Legenda: Os valores inseridos referem-se ao “minimo-maximo (média + desvio padrdo; tamanho da amostra)”. Abrevia¢des: Cca (comprimento da cabega); Lca (largura da
cabeca); Cca/Lca (razdo de Cca por Lca); DRO (distancia rostro orbital); LF (largura do focinho); LF/DRO (razdo de LF por DRO); CHO (comprimento horizontal do olho);
CVO (comprimento vertical do olho); CVO/CHO (razdo de CVO por CHO); PO (profundidade do olho); LMC (largura ao meio do corpo); AMC (altura ao meio do corpo);
AMC/LMC (razdo de AMC por LMC); CRC (comprimento rostro cloacal); CC (comprimento da cauda); CC/CRC (razdo de CC por CRC); CT (comprimento total); VE

(nmiimero de escamas ventrais) e SC (nimero de escamas subcaudais).




