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RESUMO

A regido Neotropical abriga a Floresta Amazdnica (AM) e a Mata Atlantica (AF), populares
pelo seu alto nivel de endemismo, rica biodiversidade, e separadas por um corredor de mata
seca, conhecido como Diagonal Seca (DD), que atravessa o territorio brasileiro no sentido
nordeste-sudoeste, caracterizado por clima seco e menor densidade vegetacional e formado pelo
Chaco, Cerrado e Caatinga. A Caatinga ¢ caracterizada como a maior das Florestas Tropicais
Sazonalmente Secas (FTSS) e um dos maiores hotspots de biodiversidade da América do Sul.
Esta regido ¢ constituida por florestas tropicais secas deciduais, dreas rochosas abertas e
encontros com floresta tropical umida. A baixa disponibilidade de dgua e a grande variedade
de solos designam a Caatinga, o bioma ainda abriga uma rica diversidade da flora e fauna, com
diversos grupos e espécies endémicas. Bothrops erythromelas (Jararaca-da-Caatinga, uma das
menores serpentes do género CRC~54cm), tem uma ampla distribuicdo na Caatinga (Alagoas,
Bahia, Cear4, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe) e tem notorio
reconhecimento na medicina e farmacologia. O presente estudo integra taxonomia, evolucao,
ecologia e parasitismo de Bothrops erythromelas. Estudamos um conjunto de dados de mtDNA
(COI e CytB) objetificando reconhecer os processos historicos e contemporaneos influentes na
evolugdo da paisagem e na diversificacdo da espécie, assim como avaliar seus limites de
distribuicdo geografica. Usamos amostras de seis estados brasileiros para analises moleculares
(Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui ¢ Rio Grande do Norte) e de sete estados brasileiros
(Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe) para analises
morfologicas, em que tém a ocorréncia de Bothrops cf. erythromelas. Nossa amostragem consta
de 112 sequéncias dos genes mtDNA, e destas, 89 de B. cf. erythromelas, 20 sequéncias da
espécie- irma Bothrops lutzi e trés sequéncias utilizadas como grupo externo (B. jararaca, B.
diporus e B. pubescens). Realizamos a construcao de uma arvore genética concatenada datada
e com probabilidade posterior, rede de hapldtipos, testamos estruturacdo populacional,
inferimos a origem geografica pelo espago-temporal (RRW), areas de adequabilidade climatica
e sobreposi¢do de nicho para Bothrops erythromelas. O trabalho também resultou na descri¢ao
de uma nova espécie de serpente do género estudado, onde os resultados indicam uma separacao
de Bothrops sp. nov. e B. erythromelas por meio dos genes mitocondriais (COI e CytB) e pela
morfologia, diferente em pelo menos dez varidveis discretas, com uma sobreposi¢do baixa
(1,5%) dos caracteres, e ainda suportado por uma distancia genética de 2.5% para COl e 1.6%
para CytB. No total estudamos 247 individuos, 107 (63 fémeas e 44 machos), 200 (116 fémeas

e 84 machos), 225 (124 fémeas e 101 machos) e 112 (69 fémeas e 43 machos) espécimes foram



estudados para descrigdo da dieta, dimorfismo sexual, recrutamento e reproducao,
respectivamente. As informagdes coletadas sdo cruciais para compreender os aspectos
biologicos e ecologicos, servindo como ferramentas para tragar estratégias que visem a
conservagao das espécies. Por fim, analisamos o trato gastrointestinal de 127 espécimes e
encontramos 76 individuos infectados com pelo menos um endoparasita, representado por 17
taxas de helmintos: dois Acanthocephala, trés Cestoda e 12 Nematoda. Esses resultados
representam grande importancia na expansao da compreensao sobre a biodiversidade brasileira,
suprindo o lapso de conhecimento ainda presente. Sobre a fauna de helmintos de B.
erythromelas, descrevemos a ocorréncia das espécies Physaloptera lutzi e Parapharyngodon

hispidus pela primeira vez em serpentes.

Palavras-chaves: autoecologia, diagonal seca, filogeografia, helmintos, espécie nova.



ABSTRACT

The Neotropical region encompasses the Amazon Forest (AM) and the Atlantic Forest (AF),
both renowned for their high levels of endemism and rich biodiversity. These biomes are
separated by a dry forest corridor known as the Dry Diagonal (DD), which traverses
Brazilian territory in a northeast-southwest orientation. The Dry Diagonal is characterized
by a semi-arid climate, reduced vegetation density, and is formed by the Chaco, Cerrado,
and Caatinga biomes. A Caatinga is characterized as the largest of the Seasonally Dry
Tropical Forests (SDTFs) and one of the major biodiversity hotspots in South America. This
region is characterized by dry deciduous tropical forests, open rocky areas, and interfaces
with humid tropical forests. The low availability of water and the high diversity of soils
characterize the Caatinga, a biome that nonetheless hosts a rich diversity of flora and fauna,
including numerous endemic groups and species. Bothrops erythromelas, also known as
Jararaca-da-Caatinga, is one of the smallest snakes in its genus, measuring around 54 cm.
It has a wide distribution across the Caatinga, including states like Alagoas, Bahia, Cear4,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, and Sergipe. Additionally, it is notably
recognized in medicine and pharmacology. This study integrates taxonomy, evolution,
ecology, and parasitism of Bothrops erythromelas. We analyze a dataset of mitochondrial
DNA (COI and CytB) with the aim of identifying the historical and contemporary processes
influencing landscape evolution and species diversification, as well as assessing its
geographic distribution limits. We used samples from six Brazilian states (Bahia, Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, and Rio Grande do Norte) for molecular analyses, and samples
from seven Brazilian states (Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do
Norte, and Sergipe) for morphological analyses, in which the occurrence of Bothrops cf.
erythromelas was observed. Our sampling includes a total of 112 mtDNA gene sequences,
of which 89 belong to B. cf. erythromelas, 20 sequences are from the sister species Bothrops
lutzi, and three sequences are used as an outgroup group (B. jararaca, B. diporus, and B.
pubescens). We conducted the construction of a dated concatenated genetic tree with
posterior probability, haplotype network analysis, tests of population structure, spatial-
temporal inference of geographic origin (RRW), as well as assessments of climatic
suitability areas and niche overlap for Bothrops erythromelas. The study also resulted in the
description of a new snake species within the studied genus, with findings indicating a
separation between Bothrops sp. nov. and B. erythromelas based on mitochondrial genes

(COI and CytB) and morphology. The differentiation is evidenced by at least ten discrete



variables, with low overlap (1.5%) of characters, and further supported by a genetic distance
0f 2.5% for COI and 1.6% for CytB. A total of 247 individuals were studied, including 107
specimens (63 females and 44 males) for diet description, 200 specimens (116 females and
84 males) for sexual dimorphism analysis, 225 specimens (124 females and 101 males) for
recruitment and reproductive studies, and 112 specimens (69 females and 43 males) for
other related assessments. The collected data are crucial for understanding the biological
and ecological aspects, serving as essential tools to develop strategies aimed at the
conservation of the species. Finally, we analyzed the gastrointestinal tract of 127 specimens
and found that 76 individuals were infected with at least one endoparasite, representing 17
helminth taxa: two Acanthocephala, three Cestoda, and 12 Nematoda. These findings hold
significant importance in advancing the understanding of Brazilian biodiversity, addressing
existing gaps in knowledge. This is particularly noteworthy as it represents a pioneering
study on the helminth fauna of B. erythromelas, in which the occurrence of the species

Physaloptera lutzi and Parapharyngodon hispidus is described for the first time in snakes.

Keywords: autoecology, dry diagonal; phylogeography, helminths, new species
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INTRODUCAO GERAL

Compreender e explicar a alta biodiversidade do Neotropico ¢ desafiador, e entusiastas
estudam essa regido biogeografica desde meados do século XIX (Wallace, 1854; Hoorn et al.,
2010; Wiens et al., 2011; Carnaval et al., 2014). A Regido Neotropical inclui a América Central,
ilhas do Caribe e parte da América do Sul, desde o México Central ao sul do Brasil (Murphy
and Lugo, 1986; Conservancy, 2005; Antonelli and Sanmartin, 2011). As suas formagdes
naturais vao desde regides de densas florestas, a areas alagadas ou totalmente secas, incluindo
desertos, regidoes semidridas e savanas (Morrone, 2014; Antonelli et al., 2018). A regido abriga
a maior biodiversidade do planeta tanto em riqueza, como endemismo (Tundisi and Tundisi,
2008; Da silva, 2011; Morrone 2014; Lima et al., 2018). Por esta razao, trata-se de uma arca de
relevante interesse de estudos biologicos e biogeograficos (Silva and Santos, 2005; Nogueira et
al., 2011; Carmignotto ef al., 2012; Valdujo ef al., 2012; Azevedo et al., 2016; Silvano et al.,
2016; Lima et al., 2018; Segalla et al., 2021).

Nas ultimas décadas, devido aos avanco de estudos taxondmicos € biogeograficos na
esfera das inovacdes de técnicas moleculares, varias lacunas de conhecimentos foram
solucionadas, sobretudo, incluindo diferentes grupos da fauna, como anfibios, aves, mamiferos
e répteis (Silva and Santos, 2005; Bickford et al., 2006; Beaumont et al., 2010; Metzker, 2010;
Nogueira et al., 2011; Carmignotto et al., 2012; Prado et al., 2012; Valdujo et al., 2012; Behjati
and Tarpey, 2013; Avise et al., 2016; Azevedo et al., 2016; Silvano et al., 2016; Segalla et al.,
2021). Em particular, a unido entre diferentes ramos da biologia, fortaleceu o progresso para
testar as hipdteses que levaram a alta biodiversidade Neotropical (Funk ef al., 2011; Fouquet et

al.,2012; Prado et al., 2012; Guarnizo et al., 2015; Gehara et al., 2017).

Diferentes teorias foram utilizadas para explicar a elevada e atual riqueza bioldgica e a
capacidade de dispersdo dos organismos na Regido Neotropical, tanto em termos ecoldgicos
como: capacidade de dispersdo e restricdes ao habitat, presenca de competi¢do e predagdo, e
caracteristicas comportamentais (Guisan and Thuiller, 2005; Peterson et al., 2011; Wisz et al.,
2013) e geograficos: processos geoldgicos e climaticos antigos (Terciario) e recentes
(Quartenario) (Guisan and Thuiller, 2005; Rull, 2008; Peterson et al., 2011; Wisz et al., 2013;
Lima et al., 2018).

A biogeografia histdrica surge como um interessante método para avaliar os possiveis

eventos que levaram a atual distribui¢ao das espécies Neotropicais, desde eventos mais antigos
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como o soerguimento dos Andes e do Escudo Brasileiro durante o Nedgeno, ou os mais recentes
como as flutuagoes climaticas do Quaternario (Colli, 2005; Weir, 2006; Batalha-Filho et al.,
2013; Lima et al, 2018). Os eventos mais antigos sdo, em geral, associados a diversificagao
das linhagens, enquanto os mais recentes estdo relacionados a distribuicdo, demografia e
especiacdo recente de linhagens (Carnaval and Bates, 2007; Santos et al., 2009; Fouquet et al.,

2012; Batalha-Filho et al., 2013).

A filogeografia permite testar hipoteses biogeograficas de espécies independentes e
espécies co-distribuidas (Avise, 2000; Prado et al., 2012). Assim, através dos avangos em
estudos de filogeografia ¢ possivel compreender, entre outros, aspectos micro e
macroevolutivos, sistematica filogenética, genética de populacdes, demografia, eventos
geograficos, paleogeograficos e paleoclimaticos que moldam a atual diversificacdo neotropical

e historia natural das espécies (Avise, 2000).

As caracteristicas da paisagem também podem atuar na estruturagao espacial e genética
das populagdes, através do processo de isolamento pela resisténcia ao ambiente, o que resulta
na diminuicdo do fluxo génico (Cooke et al, 2012; Wang and Bradburd, 2014). Assim, o
conjunto de diferentes interagdes historicas ambientais podem levar a diferenciagdo genética, e
consequentemente, pode resultar em especiacao (Carnaval et al., 2009; Cooke et al., 2014;

McCartney-Melstad and Shaffer, 2015).

A Diagonal de Formagdes Abertas da América do Sul (DFA) compreende trés
fitofisionomias principais: Florestas tropicais sazonalmente secas (Caatinga), savanas
(Cerrado) e o Chaco (Pennington et al., 2006). Segundo Guillory e colaboradores 2024, a DFA
foi moldada através da combinagdo de fatores do Neodgeno e Pleistoceno. A Diagonal de
Formagdes Abertas da América € composta por espécies que apresentam ampla distribuigao
geografica nos biomas, espécies endémicas e diversidade criptica (Cabanne et al., 2011;
Caramaschi et al., 2011; Nascimento et al.,, 2011; Prado et al., 2012; Werneck et al., 2012;
Faria ef al., 2013; Nascimento et al., 2013; Domingos et al., 2014; Machado et al., 2014;
Recoder et al., 2014; Santos et al., 2014; Oliveira et al., 2015; Werneck et al., 2015).

Assim, a ecorregido da Caatinga, no nordeste do Brasil com cerca de 850.00 km?* e
aproximadamente 10% do territorio brasileiro, representada por florestas espinhosas

semidridas, florestas tropicais secas deciduais, areas rochosas abertas e enclaves de floresta
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tropical imida (Santos et al. 2011), se destaca quanto aos estudos biogeograficos e ecologicos
(Guillory et al., 2024; Andrade-Lima et al., 2024). Nesta regido, o Rio Sao Francisco (um dos
maiores rios da América do Sul) pode se comportar como importante barreira geografica e
impedir o fluxo génico das espécies (Nascimento et al., 2013; Werneck et al., 2015; Oliveira et
al., 2018; Coelho et al., 2022). Dada a natureza dos Rios (profundidade, amplitude e velocidade
do fluxo de 4gua), estes podem atuar na estruturagdo de organismos terrestre, seja como

barreiras ou corredores (Bittencourt-Silva et al., 2017).

Além disso, os diferentes regimes climaticos ao longo da distribuicdo da Regido das
Caatingas parecem ter influéncia na estruturacdo e diversificagdo das espécies (Rull 2011;
Gehara et al., 2017; Thomé et al., 2021; Camurugi et al., 2022). Os modelos de distribui¢do de
biomas sugerem que durante o Ultimo Méximo Glacial (ha aproximadamente 20 mil anos)
ocorreu a expansdo de savanas e florestas sazonalmente secas (Costa et al., 2018). As mudancas
paleocliméticas do Pleistoceno alteraram ou estruturaram populagdes em diferentes periodos,
tais efeitos ja observados em plantas (Ramos et al., 2007; Bonatelli ef al., 2014; Correa Ribeiro
et al., 2016), insetos (Franco and Manfrin, 2013), aracnideos (Bartoleti et al., 2017), e a
herpetofauna (Santos ef al., 2014; Gehara et al., 2017).

Nesse sentido, a herpetofauna tem sido modelo para entendermos historia biologica e
diversificacao dos organismos, sobretudo, na diagonal de formagdes abertas (Funk ez al., 2011;
Wiens et al., 2011; Gehara et al., 2014, 2017; Guarnizo ef al., 2015; Thomé and Carstens,
2017). A contribuigdo dos répteis para esse conhecimento, por sua vez, advém principalmente
devido apresentarem taxas de dispersdo limitada, ocuparem diferentes micro-hébitats e
diversidade de estratégias reprodutivas, sobretudo em estudos que envolvem filogenia
molecular, diversidade criptica e biogeografia (Fenwick et al., 2009; Carrasco et al., 2012;
Machado et al., 2014; Guarnizo et al., 2015; Ribeiro-Junior et al., 2019; Griinwald ef al., 2021,
Martins et al., 2021; Tepos-Ramirez et al., 2021; Cronemberger et al., 2022; Ishihara et al.,
2022; Marques-Souza et al., 2022; Uchda et al., 2022; Gonzales et al., 2024; Santana et al.,
2024).

Desta forma, as populacdes isoladas geograficamente, e de ampla distribui¢do
geografica, como Bothrops erythromelas, sdo potenciais chaves para compreender status
taxondmico, diversidade biologica e historia evolutiva das espécies. Desse modo, através de

dados moleculares em adigdo com a morfologia ¢ possivel desvendar quebra-cabecas dentro
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das linhagens, evidenciar diversidade criptica e fazer inferéncias sobre evolucdo das espécies e

suas distribui¢des geograficas ao longo do tempo e espago (Morrone and Escalante, 2016).

Outra tematica relevante para o conhecimento das espécies sao os estudos sobre historia
natural, que tem como objetivo descrever sobre os organismos, onde eles estdo e como
interagem no ambiente (Greene, 1994). Através destes levantamentos ¢ possivel o
reconhecimento de informacdes bésicas sobre a ecologia dos animais (Ricklefs, 1990), como
dieta, sazonalidade, dimorfismo sexual, reproducado, distribui¢ao, grau de ameaga e outros
aspectos importantes da biologia das espécies (Bohm et al., 2016; Arruda et al., 2024; Carrillo
et al., 2024; Firme et al., 2024), sendo também fundamental para a biologia evolutiva e da
conservagdo (Greene and Losos, 1988; Hillis, 1995). Assim, a historia natural das serpentes
auxilia no conhecimento da biologia dos diferentes tdxons e suas inter-relacdes dentro de
comunidades (Zanella and Cechin, 2006). Além disso, em ambiente megadiverso, como a
Regido Neotropical, os estudos sobre ecologia das espécies, fornecem discussdes acerca de
estratégias de conservagdo e manejos, sobretudo, a fim de amenizar declinios populacionais e
consequentemente extingdes de espécies (Leal et al, 2003; Soberén and Peterson, 2005;

Nogueira et al., 2019).

Aspectos gerais sobre as serpentes

O Brasil apresenta o terceiro lugar no ranking de riqueza de espécies de répteis do
mundo com 856 spp., estando atras da Australia com 1.132 e do México 980 (Uetz et al. 2025).
Sdo conhecidas 811 espécies que pertencem a ordem Squamata, entre estas 435 sdo serpentes.
Entre as cinco regides politicas brasileiras, a regido Norte apresenta maior riqueza de serpentes
com 238, seguida pelo Centro-Oeste com 208 e Nordeste com 201, de acordo com a lista da
Sociedade Brasileira de Herpetologia (SBH) organizada por Guedes ef al., 2023, considerando

apenas taxons ao nivel de espécie.

As serpentes supostamente apareceram entre o inicio do jurdssico e final do Triassico
(cretaceo inferior 128 - 167 MAA), pertencem ao grupo Lepidosauria e surgiram a partir da
linhagem de lagartos, que evoluiram com a perda dos membros locomotores, porém algumas
espécies ainda possuem vestigios em forma de espordes (Soerensen, 1996). Estes animais
ocupam diversas variedades de nichos ecoldgicos, podem ser terricolas, fossoriais, arboricolas
e aquaticas e diversos habitats, como desertos, florestas, rios e oceanos, sdo encontrados em

todos os continentes, porém nao existe registros para a Antartida (Pough et al., 2008).
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Estes animais variam no tamanho, desde pequenos (espécies escavadoras) ou grande
porte (principalmente algumas espécies constritoras), chegando até os nove metros de
comprimento, porém a maioria das espécies de serpentes nao ultrapassam os dois metros de
tamanho corporal, a reprodugdo pode ser dois tipos viviparas ou oviparas. Apresentam os
orgaos dos sentidos, olfato (quimiorrecepg¢do) e visdo ou termo-orientagdo, que auxiliam na
localizagao de presas (Greene, 1997). Possuem a lingua bifida que é colocada para fora da boca
a fim de capturar informagdes do ambiente e levar até o 6érgao de Jacobson, enquanto a visao €
pouco desenvolvida. Os estudos fisioldgicos mostram que as serpentes possuem a audi¢do
sensivel as vibragdes do ar e do solo (audi¢do somatica), e ouvidos internos (Young, 2003).

Objeto de estudo

A familia Viperidae ¢ composta por 396 espécies, destas, 48 pertencem ao género
Bothrops, aproximadamente 30 espécies do género sdo registradas no Brasil (Guedes et al.,
2023; Uetz et al., 2025). Essas serpentes sdo caracterizadas principalmente devido ao tipo de
denticdo (solenoglifa) e pela letalidade de suas pegonhas, capazes de causarem sérios acidentes
ofidicos (Jorge et al., 2015). Bothrops erythromelas (jararaca ou jararaca-da-Caatinga, ¢ uma
das menores serpentes do género (CRC ~ 54 cm) (Jorge ef al., 2015) (Figura 1). A ocorréncia
da espécie ¢ ampla na ecorregido da Caatinga (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe), com registros em areas marginais no Cerrado e Mata
Atlantica (Campbell and Lamar, 2004; Nogueira ef al., 2019). Esta espécie, por estar inserida
no grupo dos Viperidae, ¢ importante do ponto de vista médico e farmacoldgico (Jorge et al.,
2015), desempenham fungdes ecoldgicas chaves, pois atuam no controle de populagdes de

presas de invertebrados e vertebrados na Caatinga (Martins et al., 2002).

Apesar dos estudos e revisoes taxondmicas ja existentes para o género Bothrops, pouco
se sabe sobre o status taxondmico, limites de distribuicdo e populacional de B. erythromelas
(Wiister et al., 2002; Castoe and Parkinson, 2006; Silva and Rodrigues, 2008; Fenwick et al.,
2009; Carrasco et al., 2012). Com o uso de sequéncias mitocondriais Cytb, ND4 e os genes 12S
e 16S rRNA, B. erythromelas foi definida como espécie do grupo Bothrops neuwiedi (Wiister
et al., 2002; Castoe and Parkinson, 2006). Em 2009, Fenwick e colaboradores, utilizaram dados
morfoldgicos e moleculares e estudaram por completo o género Bothrops, agrupando-o em trés
novos géneros: Bothropoides (incluindo os grupos B. neuwiedi e B. jararaca), Rhinocerophis
(grupo B. alternatus) e Bothrops (grupo B. atrox) e sugeriram B. erythromelas, B. diporus, B.

neuwiedi € B. pauloensis como clado monofilético. No entanto, essa classificagdo nao resolveu
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a parafilia por completo do género Bothrops, e em 2012 Carrasco e colaboradores reagruparam
e propuseram uma filogenia alternativa, os quais sinonimizaram Bothropoides, Bothriopsis e
Rhinocerophis com Bothrops. Machado e colaboradores 2014, ao analisarem os limites
biogeograficos historicos de Bothrops gr. neuwiedi, verificaram que a monofilia do grupo foi
sustentada através de analises de parcimonia e probabilidade posterior bayesiana, e teve como
tdxon irmdo o grupo B. jararaca, corroborando com os resultados de Wiiester et al., 2002,
Fenwick et al., 2009, Carrasco et al., 2012. Também de acordo com Machado et al., 2014, a
separagdo entre os grupos B. neuwiedi e B. jararaca ocorreu no final do Mioceno 9,56 Mya
(CI95% 11,51-7,76). Neste trabalho o clado de B. neuweidi foi recuperado com uma divisdo
em quatro clados geograficamente bem estruturados, com B. erythromelas como taxon irmao
dos outros representantes do grupo, os quais divergiram durante o Plioceno ca. 4,91 (CI95%
5,98-3,97) Mya. Trabalhos mais recentes, todavia, indicam que B. erythromelas ¢ mais proxima

filogeneticamente de B. [utzi (Barbo et al., 2022).

Os Squamata (lagartos, anfisbaenios e serpentes) apresentam alta diversidade ecoldgica
(Pough et al., 2008). As serpentes sdo carnivoras, porém, pode ocorrer acidentalmente a
ingestao de plantas (Zug,1993). A filogenia ¢ um dos fatores que determina a escolha da dieta,
por exemplo, as espécies de cada familia de serpente, consomem principalmente: Boidae
(mamiferos), Colubridae (anuros), Dipsadidae (lagartos, moluscos, mamiferos, outras
serpentes), Elapidae (anfisbaenios) e Viperidae (mamiferos) (Palmuti, 2009). Bothrops
erythromelas possui habito alimentar generalista e variagdo ontogenética na dieta, jovens se
alimentam preferencialmente de centipedes, lagartos e anfibios, e os individuos adultos

preferem seres endotérmicos, como roedores e aves (Martins ef al., 2002).

Em serpentes, o dimorfismo sexual pode ser expresso em diferentes formas, para
dimensdes e proporc¢des do corpo, forma e tamanho da cabeca, tamanho de 6rgaos e glandulas,
e podem ser expressos através do dicromatismo sexual (Camilleri and Shine, 1990; Shine, 1993;
1994; 1995; Kissner et al., 1998; Rivas and Burghardt, 2001; Marques and Sazima, 2003;
Vincent ef al., 2004). Rivas e Burghardt, (2001) sugere que o dimorfismo sexual em relagdao ao
tamanho corporeo das fémeas pode influenciar o sucesso reprodutivo, ou seja, quando o corpo
¢ maior, a capacidade de produzir e armazenar os filhotes ou os ovos também se torna maior, o
que possibilita maior descendéncia com maiores chances de sobrevivéncia. Quando os machos
possuem o tamanho do corpo maior ou equivalente ao das fémeas na mesma espécie ocorre

combates rituais durante o periodo de acasalamento (Shine, 1994). Assim, a selecdo natural
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favorece as serpentes com maior tamanho corporeo (Rivas and Burghardt, 2001). O tamanho
da cauda maior em machos ¢ uma estratégia para acomodar internamente o hemipénis e
musculos retratores, porém, algumas espécies desenvolveram este caractere morfologico para
auxiliar durante a copula, tanto no afastamento de outros machos como na retencao das fémeas
(King, 1989). As fémeas do género Bothrops sdo maiores em tamanho do corpo e os machos

no tamanho da cauda (Monteiro et al., 2006; Marques et al., 2013).

A técnica de folidose ¢ uma ferramenta bastante utilizada para distinguir serpentes. A
contagem das escamas ¢ a caracteristica morfologica externa relacionado a folidose em
serpentes, ¢ utilizado principalmente como elemento basico da sistematica. Desta forma, o
padrao das escamas ¢ uma das caracteristicas na identificacdo destes animais, podendo
apresentar variagdes intraespecifica, fundamentais em estudos taxonomicos das espécies de

serpentes (Gouveia, ef al., 2017).

A sazonalidade reprodutiva ¢ um fendmeno recorrente nas discussdes acerca de estudos
sobre aspectos de reproducdao em serpentes. O género Bothrops, por exemplo, possui ciclo
reprodutivo sazonal bienal, inicialmente com uma fase ativa de crescimento folicular,
acasalamento (entre os meses de abril e maio), gestacdo (torno de quatro a cinco meses) €
parturicao (nos meses de janeiro e fevereiro) em um ano, seguida de inatividade folicular no
ano seguinte (Almeida-Santos and Orsi 2002; Almeida-Santos and Salomdo 2002; Almeida-
Santos et al., 2004). Bothrops erythromelas apresenta ciclo reprodutivo sazonal, assim como as
demais espécies do género, que vivem em diferentes fitofisionomias (Barros ef al., 2014; Reis

et al., 2015).

Outro importante meio para entender a histdria natural sdo estudos de levantamentos de
endoparasitos associados a animais silvestres (Silva, 2008). Os estudos parasitoldgicos em
répteis se expandiram nos ultimos anos, particularmente aqueles envolvendo serpentes (Avila
et al., 2013; Kuzmin et al., 2016; Mati et al., 2015; Matias et al., 2018; Quirino et al., 2018;
Oliveira et al., 2020, 2023; Aratjo et al., 2020; Halan and Kottferova, 2021; Conga et al., 2024).
Que podem servir como hospedeiros definitivos ou intermediarios para varios grupos de
parasitos (Aratjo et al., 2020; Oliveira et al., 2021; Ferreira-Silva et al., 2022). Entender a fauna
parasitaria de animais silvestres ¢ crucial para compreender as interagdes ecologicas de
parasitos e seus hospedeiros, incluindo historia natural, ciclos de vida e aspectos evolutivos

(Matias et al., 2018). Os efeitos prejudiciais dos parasitos na aptidao do hospedeiro incluem,
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entre outros, a alteracdo de padrdes de coloracdo e, consequentemente, impactos negativos no
sucesso reprodutivo (Schall and Dearing, 1987; Dunlap and Schall, 1995; Levri, 1999).

Figura 1. Exemplar adulto de Bothrops erythromelas

Foto Willianilson Pessoa

O que buscavamos saber sobre a espécie?

Nesta perspectiva, a proposta dessa pesquisa foi realizar um estudo completo sobre
Bothrops erythromelas, inclui o historico biogeografico e os aspectos relacionados a ecologia
da espécie, através das andlises dos caracteres moleculares, morfologicos e autoecolédgicos, e
como resultado, buscamos compreender a historia filogeografica, taxondmica e a evolugdo da
espécie, a fim de compreender a relacao filogenética com a espécie-irma B. [utzi e os limites
geograficos da espécie. Para isto, nos incluimos os marcadores mitocondriais COI (Citocromo
C oxidase subunidade I) e CytB (citocromo b) para diversas populacdes de B. erythromelas,
incluimos também nesse estudo outras populacdes de espécies do taxon-irmao Bothrops lutzi.
Em conjunto com dados morfoldgicos e ecoldgicos, avaliamos o status taxondmico das
populagdes. Além disso, dados ecologicos envolvendo dieta, reproducao e parasitismos foram

averiguados para entender sobre os aspectos da historia de vida da espécie.
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Estrutura da tese

Visando contribuir com esfor¢o para conhecer e reconhecer Bothrops erythromelas, o presente
estudo abordara aspectos taxondmicos, evolutivos e ecologicos da espécie. Para tal, utilizamos
evidéncias moleculares, morfoldgica e ecoldgica.

Desta forma, a presente tese estd estruturada em quatro capitulos:

Capitulo 1: “Filogeografia, taxonomia e evolucdo de Bothrops erythromelas (Serpente:

Viperidae), uma jararaca endémica da Caatinga”

Capitulo 2: “Evidéncias integradas revelam uma nova espécie de Bothrops (Squamata:

Viperidae) para o Sul da Bahia, Brasil”

Capitulo 3: “Dieta, dimorfismo sexual e aspectos de fertilidade de Bothrops erythromelas
Amaral, 1923 (Squamata, Viperidae): Serpente endémica do semiarido brasileiro”

Capitulo 4: “Biodiversidade parasitaria de Bothrops erythromelas Amaral, 1923 (Squamata,
Viperidae): Serpente peconhenta endémica do nordeste brasileiro”. publicado na revista

Neotropical Helminthology.
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Resumo

A regido Neotropical abriga a Floresta Amazonica (AM) e a Mata Atlantica (AF), reconhecidas
por sua biodiversidade e endemismo, separadas atualmente por uma diagonal de formagdes
abertas (DFA) formada pelo Chaco, Caatinga e o Cerrado. Essas formagdes abertas, bem como
as florestas a leste e a oeste das mesmas, responderam de forma dinamica aos quase 20 episodios
de glaciagdo durante os 2,5 milhdes de anos do Pleistoceno. A Caatinga ¢ a maior floresta
tropical seca da América do Sul, caracterizada por florestas tropicais sazonalmente secas, areas
rochosas abertas e enclaves de floresta tropical imida e savanas. A Caatinga, como a
conhecemos, atingiu sua forma atual entre o meio do Mioceno e o inicio do Pleistoceno. Aqui,
no6s analisamos dados de mtDNA ao longo da distribui¢do de B. erythromelas para: (1) avaliar
a estruturagdo genética de Bothrops erythromelas ao longo da Caatinga; (2) avaliar a existéncia
de linhagens que possam corresponder a espécies ndo descritas; (3) investigar como processos
historicos e contemporianeos da evolucdo da paisagem afetaram a diversificacio de B.
erythromelas, e (4) avaliar os limites de distribuicdo geografica da espécie. Nos usamos 89
amostras de tecidos de B. cf. erythromelas de seis Estados brasileiros (Bahia, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Piaui e Rio Grande do Norte), cobrindo a maior parte da distribuicao geografica
da espécie. Individuos de Bothrops cf. lutzi foram usadas como grupo irmao e B. jararaca, B.
diporus e B. pubescens como grupos externos. Nos recuperamos duas populagdes em B.
erythromelas, que ¢ espacialmente estruturada em duas linhagens: Uma ao norte € uma ao sul
da Caatinga. Nos encontramos forte suporte que indicam ocorréncia de isolamento por distancia
em B. erythromelas. Os nossos dados indicam que durante as flutuagdes climaticas do
Pleistoceno, o fluxo génico entre as linhagens de B. erythromelas foram parciais ou
completamente interrompidos. Nossos resultados mostram divergéncia genética recente e
complexa para uma espécie de serpente amplamente distribuida na Caatinga, com
diversificacdo durante o ultimo interglacial. O que conheciamos como Bothrops erythromelas,
na verdade, corresponde a duas linhagens bem estruturadas, uma com distribui¢do para o norte

e a outra para o sul da Caatinga.

Palavras-chave: Biodiversidade, bayesiana, gene mitocondrial, répteis, Regido Neotropical.
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Abstract

The Neotropical region harbors the Amazon Rainforest (AM) and the Atlantic Forest (AF), both
recognized for their biodiversity and endemism. These two ecosystems are currently separated
by a diagonal of open formations (DOF), which includes the Chaco, Caatinga, and the Cerrado.
These open formations, as well as the forests to the east and west of them, responded
dynamically to the nearly 20 glaciation events that occurred over the 2.5 million years of the
Pleistocene epoch. The Caatinga is the largest dry tropical forest in South America,
characterized by seasonally dry tropical forests, open rocky areas, and enclaves of humid
tropical forest and savannas. The Caatinga, as we know it today, reached its current form
between the mid-Miocene and the early Pleistocene. Here, we analyze mtDNA data across the
distribution of B. erythromelas to: (1) to assess the genetic structuring of Bothrops erythromelas
across the Caatinga; (2) evaluate the existence of lineages that may correspond to undescribed
species; (3) investigate how historical and contemporary landscape evolution processes have
affected the diversification of B. erythromelas; and (4) assess the geographic distribution limits
of the species. We used 89 tissue samples of B. ¢f. erythromelas from six Brazilian states (Bahia,
Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piaui, and Rio Grande do Norte), covering the majority of the
species' geographic distribution. Bothrops cf. lutzi individuals were used as the sister group,
and B. jararaca, B. diporus, and B. pubescens were used as the outgroup species. We identified
two populations in B. erythromelas, which are spatially structured into two lineages: one to the
north and one to the south of the Caatinga. We found strong support indicating the occurrence
of isolation by distance in B. erythromelas. Our data indicates that during the climatic
fluctuations of the Pleistocene, gene flow between the lineages of B. erythromelas was partially
or completely interrupted. Our results show recent and complex genetic divergence in a snake
species widely distributed across the Caatinga, with diversification occurring during the last
interglacial period. What we previously knew as Bothrops erythromelas corresponds to two

well-structured lineages, one distributed to the north and the other to the south of the Caatinga.

Keywords: Biodiversity, Bayesian, mitochondrial gene, reptiles, Neotropical Region.
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INTRODUCAO

Estudos com foco na distribui¢do geografica das linhagens e relagdes filogenéticas das
espécies sdo essenciais para o conhecimento da biodiversidade Neotropical por permitirem o
teste rigoroso de hipdteses de origem e diversificagao da biota mais biodiversa do planeta. Para
a América do Sul, diversos eventos de diversificagdo estdo associados a processos geologicos
de orogenia responsaveis pela formagdo de cadeias montanhosas e bacias hidrograficas. Tais
eventos foram potencialmente responsaveis pela vicariancia e subsequente diversificacdo de
linhagens durante o Neodgeno (Tercidrio), entre Mioceno/Plioceno (Rull, 2008; Hoorn et al.,
2010). Além disso, os eventos climaticos e eustaticos mais recentes do Quaternario afetaram a
distribuicao das florestas umidas e das florestas sazonalmente secas, com a formacado de
refugios durante os longos periodos glaciais mais aridos, enquanto os ambientes abertos teriam
contraido durante os periodos interglaciais imidos e quentes (Haffer & Prance, 2002). O clima
altamente dinamico do Pleistoceno, portanto, teria atuado através da promog¢ao de multiplos
ciclos de isolamento e posterior reconexdo, deixando marcas evidentes na demografia e

diversificacdo de linhagens recentes na regido Neotropical (Turchetto-Zolet et al., 2013).

A regido Neotropical abriga a Floresta Amazonica (AM) e a Mata Atlantica (AF),
reconhecidas por sua biodiversidade e endemismo e separadas atualmente por uma diagonal de
formagdes abertas (DFA) formada pelo Chaco no sudoeste e pela Caatinga no nordeste, com o
Cerrado na regido central (Pennington ef al., 2006). Essas formagdes abertas, bem como as
florestas a leste e a oeste das mesmas, responderam de forma dindmica aos quase 20 episodios
de glaciacdo durante os 2,5 milhdes de anos do Pleistoceno (Corréa, 2021). Além de registros
palinoldgicos e fosseis que confirmam essa dinamica (Werneck et al., 2011), reconstrugdes com
modelos de distribui¢do potencial também corroboram que durante o Ultimo Méximo Glacial
(ha aproximadamente 20 mil anos) houve uma expansao das formacdes abertas como savanas
e florestas sazonalmente secas (Werneck et al., 2011; Costa et al., 2018). Com efeito, predi¢des
das mudangas paleoclimaticas do Pleistoceno j& foram corroboradas para plantas (Ramos et al.,
2007; Bonatelli ef al., 2014; Correa Ribeiro et al., 2016; Moro et al., 2024), invertebrados
(Franco & Manfrin, 2013; Bartoleti et al., 2018), e herpetofauna (Santos ef al., 2014; Gehara et
al., 2017, Camurugi et al., 2020; 2022).

Mudangas climaticas do Pleistoceno e eventos geologicos do Neodgeno tém sido

invocados como os principais motores da diversificagdo da fauna na Diagonal de formagdes



47

Abertas (Guillory et al., 2024). No Nedgeno, incursdes marinhas do Mioceno e o soerguimento
do planalto central foram eventos geoldgicos chave na diversificagio da fauna na DFA
(Werneck, 2011; Abreu-Jardim, 2023). No Pleistoceno, os ciclos climaticos promoveram a
mudanca na distribui¢ao das florestas, causando conexdes e desconexodes entre as florestas
tropicais sazonalmente secas (Arcos Pleistocénicos; sensu Pennington et al., 2000), entre as
florestas tropicais imidas, isolando de areas abertas (Hipotese das Conexdes Florestais, Thomé
et al., 2016), e da demografia das espécies como um todo (Gehara et al., 2017). Durante o
Pleistoceno, alguns eventos geologicos, em especial a mudanga no curso do Rio Sdo Francisco,

na Caatinga, foram chave na diversifica¢do da fauna e da flora na regido (Coelho et al., 2022).

A Caatinga ¢ a maior floresta tropical seca da América do Sul (Pennington ef al., 2006),
caracterizada por florestas tropicais sazonalmente secas, areas rochosas abertas e enclaves de
floresta tropical imida e savanas (Santos et al., 2011; Moro et al., 2024). Climatica e
edaficamente a regido ¢ marcada por chuvas escassas e imprevisiveis, solos de origens,
composigdes e riquezas de nutrientes diversas que moldaram, e determinaram os componentes

da sua rica biodiversidade e endemismo (Gutiérrez & Marinho-Filho 2017; Moro et al., 2024).

A Caatinga, como a conhecemos, atingiu sua forma atual entre o meio do Mioceno e o
inicio do Pleistoceno (Fernandes et al, 2022). O processo de coalescéncia da Caatinga ¢
temporalmente congruente com a aridificacdo global resultante da gradativa reducdo de
temperatura, interligados aos ciclos glaciais que diminuiram a umidade e a temperatura global
desde o final do Mioceno (Azevedo et al., 2020). A biota da Caatinga tem forte influéncia de
biomas vizinhos, mas os endémicos sdo resultado de diversificagdo in situ, tanto para plantas
(Fernandes et al., 2022) como para lagartos (Bezerra et al., 2025), muito provavelmente devido
a processos de especializagdo ecologica disparados pelo aumento da heterogeneidade ambiental
(Fernandes et al., 2022). Essa biota foi fortemente influenciada por trocas bidticas durante o
Plioceno e Pleistoceno com biomas florestais vizinhos, e diretamente influenciada pelos ciclos

climaticos durante o Pleistoceno (Gehara et al., 2017).

Apesar dessas generalizagdes, diversos aspectos idiossincraticos especificos de cada
linhagem podem ser observados. Por exemplo, apesar de grande parte das espécies de anfibios
e répteis no bioma apresentarem sinais genéticos de expansdo populacional sincronica no
Pleistoceno tardio, algumas espécies, nao existem evidéncias de mudangas no tamanho efetivo

populacional, como por exemplo, o lagarto Polychrus acutirostris (Gehara et al., 2017).
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Igualmente, o Rio Sdo Francisco parece ser uma barreira estrita, semipermeavel ou totalmente
permeavel, dependendo do grupo taxondmico em questdo. Dessa forma, mesmo para grupos
amplamente estudados na Caatinga, como répteis e anfibios, trabalhos de filogeografia com
grupos funcionais ainda nao abordados sdo chave para a reconstru¢ao dos processos historicos

de formacao e manutencao dessa biota semiarida.

Apesar de um numero substancial de estudos filogeograficos na DOF versar sobre
répteis e anfibios (Guillory ef al., 2024), ndo existem artigos avaliando a estruturagdo genética
e testando as hipoteses descritas anteriormente na Caatinga com serpentes, apesar de mais de
100 espécies serem conhecidas para a regido (Guedes et al, 2014). Serpentes sdo
funcionalmente muito distintas de anfibios e lagartos, consumindo presas muito maiores, sendo
mais longevas e, dessa forma, ndo necessariamente apresentando padrdes filogeograficos
analogos aos reportados para esses clados. Algumas espécies sdo, também, de interesse médico
e epidemioldgico, como Bothrops erythromelas, um viperideo amplamente distribuido na

regido e o principal responsavel por acidentes ofidicos no Bioma (Morais ef al., 2024).

A historia de vida pode ser responsavel pela dispersao e fluxo génico das espécies, por
outro lado, a evolugdo da paisagem possui a capacidade de atuar na distribui¢dao de individuos
e genes (Paz et al, 2015; Camurugi et al, 2020). Bothrops erythromelas ¢ amplamente
distribuida na Caatinga, se configurando como um excelente modelo para testar os efeitos da
paisagem do passado e presente, em padrdes espago-temporais, e entender o papel dos fatores
geograficos e ecologicos que procederam diferenciagdo genética das populagdes de B.

erythromelas ao longo da Caatinga.

Aqui, n6s analisamos dados de mtDNA ao longo da distribui¢do de B. erythromelas
para: (1) avaliar a estruturacdo genética ao longo da Caatinga; (2) avaliar a existéncia de
linhagens que possam corresponder a espécies ndo descritas; (3) investigar como processos
historicos e contempordneos da evolugdo da paisagem afetaram a diversificacdo de B.
erythromelas, e (4) avaliar os limites de distribui¢do geografica da espécie. Especificamente,
para o item (3) nods testamos duas hipdteses ndo mutuamente exclusivas: (A) as flutuagdes
climaticas afetaram a historia demografica e promoveram diversidade genética em B.
erythromelas através de ciclos de expansado e contragdo populacional ao longo do tempo, e (B)

a divergéncia genética segue o modelo de isolamento por distancia (IBD) em B. erythromelas.
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MATERIAL E METODOS

Coleta de dados e sequenciamento de amostras

Nos usamos 89 amostras de tecidos de B. cf. erythromelas de seis Estados brasileiros
(Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piaui e Rio Grande do Norte; Figura 1), cobrindo a maior
parte da distribui¢do geografica da espécie. Individuos de Bothrops cf. lutzi foram usadas como
grupo irmao e B. jararaca, B. diporus € B. pubescens como grupos externos. As amostras foram
obtidas por meio de coletas (ICMBio/SISBIO #19828; CEUA UFPB: 6438150519) e
empréstimos/doacdes de tecidos de coleg¢des herpetologicas (IBSP 16 amostras, UFC seis
amostras, UFERSA 22 amostras, UFPB 11 amostras, UFRN 31, UNB trés amostras, URCA
seis amostras, USP 11 amostras) e acesso ao banco de dados GenBank Overview (N = 6
amostras), tabela S1. Utilizamos as coordenadas indicadas para o voucher nas cole¢des quando
disponivel. No entanto, quando o material ndo tinha a localizacdo geografica precisa, usamos o
Google Earth para obter coordenadas aproximadas com base nas informacdes disponiveis na

colecdo cientifica.

Figura 1. Distribuigdo geografica das serpentes estudadas

Species:
@B lutzi
@ B. erythromelas
@ Bothrops sp.
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Nos extraimos 0 DNA de amostras do figado, musculo ou escama por meio do método de
extragdo salina seguindo o protocolo adaptado de Bruford et al. (1992) ou Dneasy Blood &
Tissue kit (QIAGEN). Em seguida, amplificamos fragmentos de dois genes mitocondriais por
meio de a reagdo em cadeia de polimerase (PCR): Citocromo C Oxidase subunidade I (COI,
710 pb alinhados) e Citocromo b (CytB rRNA, 660 pb alinhados). Para amplificagdo do COI
preparamos um mix com volume final de 22ul com os primers (4 F 5 -
GCCCACCACATATTCACYGT - 3/ 7 R 5' — TAAAGYCTGTCTCTTCTCGG - 3"). O
protocolo de PCR foi configurado com uma fase inicial de 94°C por 2 min, seguida por 35
ciclos de 94°C por 30s, 52°C por 45s, 72°C por 45s e uma fase de extensdo final de 72°C por 5
min. Para 0s fragmentos do CytB (primers 7574 F 5' —
TCAAAYATCTCAACCTGATGAAAYTTYGG - 3/ 7575 R 5' -
GGCAAATAGGAAGTATCAYTCTGGYTT 3'), utilizamos uma fase inicial de 94°C por 2
min, seguida por 10 ciclos de 94°C por 20s, 60°C por 45s, 72°C por 45s, 35 ciclos de 94°C por
20s, 54°C por 45s, 72°C por 45s e uma fase de extensao final de 72°C por 3 min. Os produtos
da PCR foram analisados em géis de agarose a 1% por eletroforese horizontal. A purificagao
foi feita com os ExoFastAp para remover os dNTPs restantes e iniciadores, e DNA de cadeia
simples produzido na PCR. O sequenciamento foi realizado pela Macrogen Inc., Seul,

Republica da Coreia.

Inferéncias filogenéticas

Nos editamos cromatogramas no Geneious 9.0.5 (https://www.geneious.com) e
alinhamos sequéncias usando o algoritmo Muscle (Edgar, 2004). Por fim, estimamos o melhor
modelo de substituicdo de nucleotideos para o alinhamento concatenado dos genes COI e CytB,
com base no critério de informagao de bayesiano (BIC) usando o ModelFinder implementado
no IQ-TREE 2.4.0 (Nguyen et al., 2015). Os modelos de substitui¢do foram estimados para
cada posi¢do dos codons dos genes: CytB posi¢cdo 1 (modelo K2P), CytB posi¢ao 2 (modelo
HKY), CytB posi¢ao 3 (modelo TIM3+G), COI posi¢do 1 (modelo K2P+I), COI posicao 2
(modelo F81) e COI posicao 3 (modelo TN+G). Conduzimos a analise filogenética bayesiana
com o alinhamento concatenado dos genes COI e CytB no BEAST.v2.6.4 com duas corridas
de 50 milhdes de geragdes amostradas a cada 5 mil geragdes, resultando em 10 mil arvores para
cada corrida. Para obter uma arvore de maxima credibilidade com base em todas as arvores
salvas nds usamos o programa TreeAnnotator v2.6.4, descartando como burnin 20% das

primeiras arvores. Verificamos a convergéncia das corridas com base nos tamanhos efetivos



51

populacionais (Effective Sample Sizes — ESS) assumindo como indicativo de convergéncia ESS
> 200 no programa Tracer v1.7 (Rambaut ef al., 2014). Para datar a arvore, usamos como
calibracao uma taxa de substitui¢ao de 0.005 sitio por milhao de anos (intervalo de credibilidade
=0.0034 — 0.0086) como sugerido por Dal Vechio et al. (2018) para mtDNA de Crotalinae.
Para a calibragdo do reldégio molecular usamos uma distribuicdo normal e Relaxed Clock Log
Normal como prior. O prior das arvores foi o “Coalescent Constant Population”. Enraizamos
as espécies B. jararaca, B. diporus e B. pubescens como grupo externo e B. [utzi como espécie
filogeneticamente mais proxima de B. erythromelas, de acordo com a filogenia proposta por
Barbo et al., 2022. Por ultimo, visualizamos a arvore com o programa Figtree v1.4.3 (Rambaut,

2016).

Delimitacdao molecular

Nos delimitamos as espécies usando dois métodos de 16cus tnico: ASAP (Assemble
Species by Automatic Partitioning) e mPTP (multi-rate Poisson Tree Processes) (Puillandre et
al., 2012). O método ASAP constréi partigdes de espécies a partir de alinhamentos de
sequéncias de locus Unicos a partir de distancias genéticas pareadas, executado na interface
(https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap) (Puillandre et al., 2021). O método mPTP baseia-se
em arvores filogenéticas genealdgicas, utilizados para identificar mudancas na diversidade
genética e potenciais limites entre espécies, e consequentemente reconhecer especiaciao e
surgimento de novas espécies (Kapli et al., 2017), a andlise ¢ inferida no site do mPTP

(https://mptp.h its.org/).

Nos adicionamos os exemplares de Bothrops erythromelas e B. lutzi na andlise de
delimitagcdo de espécies para excluir possiveis erros de identificacao fenotipica de individuos
coletados proximo aos limites de ocorréncia dessas espécies, que sao justapostos no Sul e Oeste

da Caatinga.

Estruturagdo populacional e estatistica sumaria

Para avaliar a presenca de populagdes distintas nos nossos grupos, utilizamos
um método de assinalamento populacional que considera também as coordenadas geograficas
das amostras usadas com o programa BAPS v6.0 (Corander et al., 2008) (Bayesian Analysis of
Population Structure). Como os dados concatenados geraram inconsisténcias, possivelmente
devido a dados faltantes, analisamos as sequéncias separadas por gene (COI e CytB). Essa

analise ¢ usada para inferir a estrutura populacional por meio da frequéncia dos alelos em
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diferentes individuos, capazes de agrupar e reconhecer se existem diferenciacdo genética ou se
as populacdes sdo homogéneas, por fim, essa analise fornece informagdes sobre a diversidade
genética e a organizagdo interna de uma populagdo (Corander & Marttinen, 2006). O BAPS
também foi utilizado para detectar possiveis quebras geograficas e/ou areas de contato entre as
possiveis linhagens/populagdes identificadas. No BAPS usamos o modelo population mixture
avaliando o kde 1 a9 e coordenadas geograficas também foram assumidas com a fungao Spatial

clustering of individuals.

Nos calculamos as seguintes estatisticas sumarias para os dois /oci usando o software
DnaSP 5.1 (Librado & Rozas 2009): niumero de sitios polimorficos (S), diversidade de
haplotipos (Hd), nimero de haplotipos (h) e diversidade de nucleotideos (m). Os objetivos
dessas andlises foi quantificar e descrever a variabilidade genéticas dentro das populacdes, e
fornecer, informagdes sobre a satide genética de B. erythromelas e B. lutzi, crucial para entender
a capacidade de adaptacdo as mudangas ambientais. NOs também fizemos uma analise
hierarquica de variancia molecular (AMOVA), onde calculamos diferencia¢do genética, com
10* permutagdes no ARLEQUIN v.3.5, entre as linhagens e fragmentos de genes de B.
erythromelas e B. lutzi recuperadas (Excoffier & Lischer, 2010). No6s estimamos a distancia
genéticas entre os grupos recuperados nas analises de delimitacao e assinalamento populacional
usando o MEGA (Kumar et al., 2016). Para avaliar visualmente a diversidade genética no
espago geografico, construimos redes de haplotipos para os marcadores COI e CytB com

PopArt (Leigh & Bryant, 2015).

A nossa hipotese de Isolamento por distancia (IBD) sugere correlagdo positiva no fluxo
génico entre distancia espacial e distancia genética para os individuos de Bothrops
erythromelas. Para isso, fizemos um teste de regressao entre as distancias pareadas entre as
localidades considerando uma matriz de distdncia geografica (euclidiana) e uma matriz de
distancia genética (diferenca nucleotidica, Da; Nei & Li 1979). Essa ultima foi obtida com o
pacote ape (Paradis et al., 2004). Com o pacote ecodist avaliamos a associagdo entre essas
matrizes de distancia pareadas com a fungdo MRM e 10.000 permutagdes. Também usamos a
abordagem MAPI (Mapping Averaged Pairwise Information) para identificar como a
diferenciagdo genética estd estruturada no espaco de forma continua com base em dados par-a-
par (aqui usamos distancias interindividuais). Com o pacote MAPI (Piry et al,2016)

executamos um total de 10.000 permutagdes para testar a significancia espacial dos padrdes
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observados (o = 0,05). As regides estatisticamente significativas foram entdo visualizadas com

a funcdo MAPI Plot2.

Reconstrugao espago-temporal e demografia historica

A reconstrugdo espago-temporal com o modelo Relaxed Random Walk (RRW) permite
inferir e visualizar a difusdo das linhagens ao longo do espaco e do tempo (Lemey et al., 2010).
Para adicionar ruidos das coordenadas, adicionamos a opg¢ao Jitter (= 0.5) em multivariate Trait
Likelihood. Para estimar o tamanho efetivo das populagdes, nés utilizamos o modelo
Coalescente:Constant size como prior demografico (Minin et al., 2008; Werneck et al., 2015).
Em seguida, fizemos uma corrida de 50 milhdes de geracdes, amostradas a cada 5 mil no
BEAST 1.8.4 (Drummond et al., 2012), verificamos a convergéncia das mesmas no Tracer v1.7
(ESS > 200) e sumarizamos as arvores com o TreeAnnotattor 1.8.4 (Drummond et al., 2012).
Para visualizar a difusdo espago-temporal de Bothrops erythromelas n6s usamos o Google Earth
via 0 mddulo Continuous Tree no SPREAD v1.0.7 e o Time Slicer, que resumem a taxa de
difusdo das linhagens ao longo do tempo (Bielejec et al., 2011). Para essa analise, n6s usamos
somente o fragmento CytB por conter uma melhor representacdo dos dados e datamos a arvore
com a mesma taxa usada para estimar a genealogia mitocondrial (se¢do Inferéncia filogenética).
Os modelos de substitui¢do para cada posi¢ao dos codons foram K2P para CytBI1, F81 para
Cytb2 e TN para CytB3.

Noés usamos o método Bayesian Skyline Plot (BSP) no BEAST 2.6.4 para avaliar as
mudancas no tamanho populacional ao longo do tempo de B. erythromelas e da espécie-irma
B. lutzi. Usamos um reldgio relaxado estrito, com taxa de mutagio de 5 substitui¢cdes/sitio/ano
(CI=3.4-8.6 x 10”) e estimados para gene mitocondrial de espécies de Crotalinae (Dal Vechio
et al., 2018). (CI = 0.6-2.3 x 10°®) e usamos somente o CytB e usamos Coalescent Bayesian
Skyline no tree prior. Realizamos 20.000.000 milhdes de interagdes MCMC (amostragem a
cada 2.000) para cada linhagem. verificamos a convergéncia de distribuicao estacionaria (ESS
>200) e plotamos os graficos no Tracer 1.7.1. Para cada linhagem também verificamos os
modelos de substituicdo de cada posi¢ao do cddon: B. erythromelas CytB1 =JC, CytB2 =F81 e
CytB3 =HKY; Bothrops sp. CytB1 =JC, CytB2 =F81 e CytB3 =F81; B. lutzi CytB1 =K&0,
CytB2 =F81 e CytB3 =HKY.

Adequabilidade ambiental e sobreposi¢do de nicho
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No6s construimos modelos de distribui¢do de espécies (MDE) para prever
adequabilidade climatica histérica e contemporanea para o nicho de Bothrops erythromelas. Os
MDEs foram programados para identificar areas estaveis nos seguintes periodos: Plioceno
(Pliocene: M2 ca. 3.3 ma; Mid-Pliocene Warm period 3.2 ma), Pleistoceno (Pleistocene: MIS19
ca. 790 ka; Pleistocene: LIG ca 130 ka; Pleistocene: LGM ca. 21 ka; Pleistocene: HS1 17.0 —
14.7 ka; Pleistocene: BA 14.7 — 12.9 ka; Pleistocene: YDS 12.9 — 11.7 ka) Holoceno (Late
Early Holocene: 11.7 — 8.326 ka; Mid Holocene: 8.326 — 4.2 ka; Holocene: 4.2 — 0.3 ka) e
Atual. As referéncias ambientais foram baixadas do PaleoClim, de aproximadamente 790 mil
anos ¢ 3 milhdes de anos atrads (disponiveis em http://www.paleoclim.org/). Nos extraimos as
variaveis bioclimaticas o Paleoclim (http://paleoclim.org; Brown et al., 2018) com uma
resolucdo espacial de aproximadamente 5-km?. Como para os periodos MIS19, mpwp e M2
nao constam as variaveis BIO2, BIO3, BIOS5, BIO6 ¢ BIO7, noés as excluimos de todos os
periodos, usando apenas as 14 restantes: Temperatura média anual (BIO1), Sazonalidade da
temperatura (BIO4), Temperatura média do trimestre mais chuvoso (BIO8), Temperatura
média do trimestre mais seco (BIO9), Temperatura média do trimestre mais quente (BIO10),
Temperatura média do trimestre mais frio (BIO11), Precipitacdo anual (BIO12), Precipitagdo
do més mais chuvoso (BIO13), Precipitacdo do més mais seco (BIO14), Sazonalidade da
precipitacdo (BIO15), Precipitacdo do trimestre mais chuvoso (BIO16), Precipitagao do
trimestre mais seco (BIO17), Precipitacdo do trimestre mais quente (BIO18) e Precipitagcao do
trimestre mais frio (BIO19), Recortamos as variaveis com a seguinte extensdo: longitude = -62

até -32 e latitude = -26 a 0.

No6s construimos os MDEs para cada periodo utilizando o pacote ENMTML no R
(Andrade er al, 2020). Esse pacote permite a construcdo automatizada dos modelos,
incorporando etapas criticas como filtragem espacial, sele¢do de variaveis, parti¢do dos dados,
e projecoes temporais. As ocorréncias foram submetidas a um processo de filtragem espacial
com base na resolugdo das camadas ambientais (opgao thin_occ=c(method="CELLSIZE")), a
fim de reduzir a redundancia espacial. Para evitar o problema de multicolinearidade das
variaveis ambientais usamos uma Anélise de Componentes Principais (PCA) (opg¢ao colin_var
= c(method='PCA') para as 14 variaveis bioclimaticas. A area acessivel foi definida com base
em um buffer simples ao redor das ocorréncias (op¢do BUFFER, tipo 1) compreendendo a
distancia maxima entre pares de ocorréncias. A geragao de pseudo-auséncias foi feita com base

no método “restricdo ambiental” (opcdo ENV_CONST), utilizando uma propor¢do de 0,5
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presenca:auséncia. A avaliacdo da performance dos modelos foi feita com validag¢do cruzada
via particdo K-fold (5 particdes). Foram usados quatro algoritmos para a modelagem com
diferentes abordagens estatisticas e de aprendizado de maquina, sendo eles: GLM (modelo
linear generalizado), GAM (modelo aditivo generalizado), Maxent (MXD) e Random Forest
(RDF). O critério de limiar utilizado foi o indice de Serensen. Finalmente, foi realizada uma
abordagem de ensemble dos modelos, gerando um modelo final com base no desempenho dos
modelos individuais, utilizando a métrica de Serensen como critério de ponderacdo (opcao
method="W_MEAN", metric='"Sorensen'). Usamos o pacote flexsdm (Velazco et al., 2022)
para executar uma restri¢do espacial e evitar superestimagdes nas projecdes dos modelos com
a fungdo msdm_posteriori, método de restricdo “pres” que considera apenas os pontos de
presenca como referéncia e limite de corte para transformar a camada continua em camada
binaria sendo o ponto de equilibrio entre sensibilidade e especificidade (opg¢ao
"equal sens spec"). Ao final dessas analises sobrepusemos 0s mapas, com as possiveis areas
de adequabilidade climéatica para ocorréncia de B. lutzi e B. erythromelas ao longo do tempo
nos ultimos 3.3 milhdes de anos para identificar areas climaticamente estaveis desde o ultimo

maximo interglacial.

Nos fizemos essas analises considerando dois conjuntos de dados: todos os pontos de
B. erythromelas (latu sensu), e com pontos de ocorréncia somente de B. erythromelas. Devido
ao baixo nimero de ocorréncias, nao realizamos essas andlises somente para Bothrops sp.
Utilizamos 425 coordenadas geograficas de Bothrops erythromelas obtidas através de nossa

amostragem e disponiveis em banco de dados digitais (Specieslink, http://splink.cria.org.br/).

Para verificar se a estrutura filogeografica de B. erythromelas ocorreu com
conservadorismo ou divergéncia de nicho, avaliamos a sobreposi¢ao de nicho em um espago
ambiental multivariado com uma abordagem PCA-env (Broennimann et al., 2012) usando o
pacote ecospat (Di Cola et al., 2017). A sobreposi¢ao foi calculada com base na métrica de D
de Schoener (Schoener, 1970) que varia de 0 a 1, indicando nenhuma a completa sobreposigao.
Para cada linhagem dado de presenga e de fundo ambiental (background) foram extraidos.
Como backgrounds usamos um poligono convexo minimo com um buffer de 50 Km. O espago
ambiental foi resumido em dois eixos de PCA. Para avaliar se as linhagens ocupam nichos
ecologicos mais similares/divergentes que o esperado do que seria esperado ao acaso,
realizamos dois testes de similaridade de nicho testando conservadorismo (opg¢ao

overlap.alternative = "higher") e divergéncia (opcdo overlap.alternative = "lower"). A
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significancia dos testes foi obtida por meio de 1.000 permutagdes aleatdrias das ocorréncias de
uma espécie em relagdo ao fundo ambiental da outra (significativo quando P < 0,05). Se o valor
observado de D for significativamente maior que os valores simulados sugere-se
conservadorismo de nicho. Por outro lado, se o D for significativamente menor que os
simulados sugere-se divergéncia de nicho. Caso a sobreposi¢do ndo seja significativamente

diferente, a sobreposi¢do pode ser explicada pelo acaso.

RESULTADOS

Amostragem e delimitagdo molecular

Nosso alinhamento final contém 1.370 pb (apds excluir os gaps) de mtDNA (710 pb
COI e 660 CytB) para 112 individuos (89 B.cf. erythromelas, 20 B. cf. lutzi e um individuo de
cada um dos grupos externos B. jararaca, B. diporus e B. pubescens). Com a analise do BAPS
do COI nos recuperamos duas populacdes em B. erythromelas e duas em B. [utzi. Para o CytB,
a analise do BAPS recuperou duas populagdes para B. erythromelas, mas apenas uma populagao

para B. lutzi (figura 2).

Figura 2. Analise bayesiana de estrutura populacional (BAPS). Genes COI (quebras populacionais de B. [utzi e
B. erythromelas em duas populagdes) CytB (quebras populacionais de B. lutzi em uma populagdo e B.
erythromelas em duas populagdes)
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A topologia da nossa andlise Bayesiana concatenada e datada indica que a separagdo de
B. erythromelas e B. lutzi ocorreu no Plioceno (3.65 Ma; entre 5.89 e 1.34 Ma), enquanto a
divergéncia entre as duas linhagens de B. erythromelas ocorreu no Pleistoceno (1.5 ka; entre
2.63 e 0.56 Ma). N6s também recuperamos de moderado a alto suporte de probabilidade
posterior (0.9) entre os clados B. erythromelas e B. lutzi, e (1) entre os clados B. erythromelas

(com ampla ocorréncia geografica para o Norte da Caatinga) e Bothrops sp. (limitada a
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Mesorregido do Centro-Sul Baiano / Planalto da Conquista) (Figura 3a). Os métodos de
delimitagdo de espécie (ASAP e mPTP) também recuperaram duas linhagens de B.
erythromelas, uma mais para o Norte (B. erythromelas) e a outra para o extremo Sul (Bothrops
sp.) da caatinga, também observados nas quebras espaciais (figura 3b). Também construimos
rede de haplotipos para cada gene, para visualizar a historia evolutiva das populagdes estudadas,
observamos baixa diversidade haplotipica para Bothrops sp. (figura 3c¢).

Figura 3. (a) Arvore bayesiana datada e concatenada (Genes COI e CytB) para Bothrops lutzi e para as

linhagens de B. erythromelas ¢ Bothrops sp. Os valores nos noés indicam a probabilidade posterior. (b) quebras
espaciais em B. erythromelas e (¢) rede de haplétipos
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Nos avaliamos expansdo populacional para as duas linhagens de B. erythromelas e para
B. lutzi por meio do D de Tajima. Ao analisar B. erythromelas como linhagem tnica, nossos
resultados sugerem a ocorréncia de expansao populacional através do COI e CytB, ao passo
que quando analisados como duas linhagens independentes, a expansdo populacional ¢
detectada apenas para a linhagem Norte por meio do CytB. Bothrops lutzi, por sua vez, nao
apresentou indicios de expansao populacional. Obtivemos baixos sitios segregantes (0 - 19),
baixa a moderada diversidade haplotipica e baixa diversidade de nucleotideos para todas as

linhagens (tabela 1), também inferimos as distancias genéticas entre as linhagens (tabela 2).

Tabela 1 - Estatistica sumadria para as linhagens recuperadas: Pares de base (Pb), Nimero de sequéncias (N), Sitios
segregantes (S), Haplotipos (H), Diversidade de haploétipos (Dh), Diversidade nucleotidica (), Tajima's. Genes
COlI e CytB

Locus Lineage N S H Hd n Tajima’s D

COI (710 pb) B. erythromelas (All) 73 17 13 0.882  0.00452  -0.24544(NS)
B. erythromelas 69 10 12 0.87 0.00313  0.17876
Bothrops sp. 4 0 1 0 0 NA
B. lutzi 20 14 9 0.89 0.0075 1.33124

CytB (660 pb) B. erythromelas (All) 79 19 7 0.606  0.00588 -0.368(NS)
B. erythromelas 71 6 5 0.517  0.00147  -0.70952(NS)
Bothrops sp. 8 1 2 0.536  0.00086  1.16650(NS)
B. lutzi 19 16 9 0918  0.00748  0.13078(NS)

Tabela 2. Distancia genética entre as linhagens recuperadas. Genes COI e CytB. Em negrito o erro padrao

Locus B. erythromelas Bothrops sp. B. lutzi

Gene COI B. erythromelas 0.0045  0.0075
Bothrops sp. 0.0164 0.0072
B. lutzi 0.0460 0.0439

Gene CytB  B. erythromelas 0.0058  0.0085
Bothrops sp. 0.0247 0.0081

B. lutzi 0.0522 0.0499
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Reconstrugdo espago-temporal e demografia historica

O modelo de reconstrucdo espaco-temporal (RRW) inferiu a origem geografica de
Bothrops erythromelas a aproximadamente 456 mil anos, nos limites dos estados do Rio Grande
do Norte e Paraiba, com difusao para o Norte da Bahia e Chapada Diamantina (~328 mil anos)
e subsequente migragdo para o sul da Bahia a aproximadamente 1.5 mil anos (Ultimo
interglacial), onde teria resultado em divergéncia entre as populagdes anteriormente

estruturadas e a nova linhagem recuperada da filogenia molecular (figura 4).

Figura 4. Difusdo bayesiana espago-temporal de B. erythromelas em 4 fatias temporais. As reconstru¢des baseiam-
se na arvore de credibilidade maxima do clado, estimada com uma abordagem filogeografica bayesiana de
Caminhada Aleatoria Relaxada (RRW) heterogénea no tempo. O sombreamento representa uma incerteza de 80%-
HPD na localizagdo de ramos ancestrais, com tons mais claros ¢ mais escuros representando eventos de difuséo

mais antigos e mais recentes, respectivamente.

328 ka

o

456 ka ; AL Present

As andlises de Skyline foram realizadas para B. lutzi € B. erythromelas (Bothrops sp.
ndo usamos devido ao baixo nimero de sequéncias). B. [utzi apresentou estabilidade
demografica nos ultimos 300 mil anos, e B. erythromelas possui tempo de coalescéncia mais
recente, nos ultimos 40 mil anos. Os tamanhos efetivos das populacdes foram relativamente

constantes ao longo do tempo (figura 5).
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Figura 5. Graficos Bayesianos de Skyline (BSP) realizados para B. lutzi e B. erythromelas, com os tamanhos
efetivos das populacdes ao longo do tempo (em anos). A linha preta mostra o tamanho populacional mediano
com probabilidade posterior 95% maior nas linhas verdes
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Adequabilidade ambiental e sobreposicdo de nicho

O modelo de adequabilidade climatica previu areas estaveis para B. erythromelas nos
ultimos 3.3 milhdes de anos (figura 6). Durante as flutuagdes climéaticas do Pleistoceno, no LIG
(130 ka) observamos tendéncia a descontinuidade, enquanto, que durante BA (14.7 - 12.9 ka)
e no inicio do Holoceno (Early Holocene 11.7 - 8.326 ka) ¢ possivel observar descontinuidade
acentuada entre o norte e sul da Caatinga, que coincide com as duas linhagens genéticas
recuperadas na filogenia (figura 6e, h, j). Sobrepusemos as areas estaveis dos ultimos 130 mil
anos (ultimo interglacial ao atual), onde também observamos uma descontinuidade entre o norte
e sul da Caatinga (figura 6 m). Esses refugios teriam diminuido o fluxo génico entre as
populagdes e consequentemente seriam responsaveis pela separacao em duas linhagens de B.

erythromelas que ocorrem atualmente na Caatinga.

As linhagens de B. erythromelas e Bothrops sp. apresentam baixa sobreposi¢ao de nicho
(D de Schoener = 0,004), no entanto, essa diferenga ndo ¢ estatisticamente significativa (p =
0.521, figura 6n). Quando testamos Isolamento por distancia para as duas populagoes,
aproximadamente 38% da variacdo ¢ explicada pela distdncia geografica (R2 = 0.38,
P=0.0001), no entanto, considerando apenas a linhagem norte da Caatinga, 12% da variagao

entre individuos ¢ explicada pela distancia geografica (R2=0.12, P=0.0001).

Figura 6. Modelos de distribuicao de espécies e comparagdo de nichos de Bothrops erythromelas. A
projecdo de areas potencialmente adequadas ao longo do tempo é mostrada nos painéis a-l. Cores mais quentes
indicam maiores probabilidades de ocorréncia baseadas somente em aspectos ambientais, que ndo levam em
conta barreiras ou interagdes bioticas. O mapa de areas de estabilidade representa a soma de todos os mapas com
estabilidade climatica ao longo dos periodos para B. erythromelas (painel m). No painel n, os graficos da

esquerda representam o espaco ambiental ocupado pela linhagem, com células mais escuras mostrando a maior
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densidade de ocorréncias e fundo disponivel nas linhas. No canto superior direito, contribuicdo de cada variavel
no espago ambiental, ¢ no canto inferior direito testes de similaridade de nicho (P = 0,95), com sobreposi¢ao

observada em vermelho (D = 0,52).
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DISCUSSAO
Filogenia e quebras filogeograficas de Bothrops erythromelas

A nossa analise de filogenia recuperou trés linhagens altamente estruturadas e com
suportes altos para as relagdes entre elas. evidenciando a existéncia de diversidade criptica entre

as linhagens.

Bothrops erythromelas é espacialmente estruturada em duas linhagens: Uma linhagem
ao norte e uma ao sul da Caatinga. Esses nossos resultados assemelham aos achados da filogenia
proposta por Dal Vechio et al. 2018, onde, os autores também encontraram essa divergéncia
genética entre as populagdes de B. erythromelas do norte e sul da Caatinga. Além disso, as
espécies da herpetofauna que sdo amplamente distribuidas na diagonal seca, geralmente
apresentam pelo menos duas linhagens evolutivas, como por exemplo: Tropidurus
semitaeniatus (Werneck et al., 2015), Pithecopus nordestinus (Bruschi et al., 2019), Boana

raniceps (Camurugi et al., 2020) e Leptodactylus troglodytes (Thomé et al., 2020).

Efeitos da distancia geografica e das mudancas climaticas do Pleistoceno em B. erythromelas

Nos encontramos forte suporte que indicam ocorréncia de isolamento por distdncia em
B. erythromelas, que ¢ comumente observado para outras espécies da Caatinga (Magalhaes et
al., 2014; Oliveira et al., 2018 a, b; Thomée ef al., 2016; 2021). Também relatamos que as
flutuagdes climaticas quaternarias teriam contribuido com o fluxo génico entre as linhagens de
B. erythromelas, que divergiram durante o Pleistoceno (Ultimo interglacial). Os nosso
resultados filogeograficos divergem de outros grupos estudados na diagonal de formacdes
abertas, que sdo estruturados com divergéncias antigas (Werneck ef al., 2012; Recoder ef al.,
2014; Fonseca et al., 2018; Lanna et al., 2018; Oliveira et al., 2018a). Por outro lado, sdao
congruentes com linhagens que diversificaram durante as mudancgas climaticas do Pleistoceno
(Prado et al., 2012; Bonatelli et al., 2014; Correa Ribeiro et al., 2016; Diniz-Filho et al., 2016;
Bartoleti et al., 2018; Camurugi et al., 2020, 2022; Lanna et al., 2020). Embora possamos
perceber discordancia quanto aos padrdes de diversificagdo da herpetofauna da Caatinga,
observamos concordancia temporal (eventos vicariantes), pois, os taxons sdo idiossincraticos,
e a diversificagdo foi moldada tanto pelos eventos geoclimaticos locais como por caracteristicas

individuais dos organismos (Guillory ef al., 2024).

A estrutura filogeografica também pode ser determinada pela capacidade de dispersao,

modo reprodutivo, tamanho corporal, habitat de ocorréncia e fisiologia (Fouquet et al., 2012;
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Papadopoulou e Knowles, 2016; Zamudio et al., 2016). Bothrops erythromelas, embora seja
uma das menores serpentes do género (~540 mm de CRC), possui grande tamanho corporeo,
quando comparado com anuros e lagartos, além disso, a serpente possui ciclo de vida maior
(~10 anos), ainda quando comparado com anuros e lagartos que completam seus ciclos de vida
em aproximadamente trés anos. Encontramos baixa divergéncia genética interespecificas entre
as duas linhagens de B. erythromelas (ver tabela 3), no entanto, as espécies de areas abertas

geralmente apresentam pouca variedade de alelos (Rodriguez ef al., 2015).

Durante o Pleistoceno ocorreu diversificagdo de plantas, vertebrados e invertebrados da
América do Sul (Turchetto-Zolet et al., 2013). A divisdo das linhagens de B. erythromelas
datam de aproximadamente 1.5 mil de anos (Pleistoceno Médio), da mesma forma, diferentes
espécies da herpetofauna da diagonal seca diversificaram durante o Pleistoceno (Prado et al.,
2012; Vasconcellos et al., 2019). As variacdes climaticas que ocorreram durante o Pleistoceno
atuaram na expansao dos biomas abertos e secos (Werneck et al., 2011; Ledo e Colli, 2017;
Costa et al, 2018;). Na Caatinga, as mudancas climaticas do Pleistoceno responderam as
historias de diferentes grupos da herpetofauna (Gehara et al., 2017), detectamos expansao

demografica recente para linhagem de B. erythromelas do norte da Caatinga (40 mil anos).

Os nossos dados indicam que durante as flutuagdes climaticas do Pleistoceno, o fluxo
génico entre as linhagens de B. erythromelas foram parciais ou completamente interrompidos,
e consequentemente, os MDEs indicam contracdo de areas climaticamente adequadas para B.
erythromelas. Assim, € possivel que essas flutuagdes tenham afetado a estrutura genética de B.
erythromelas, separando as linhagens em duas populagdes genética e morfologicamente bem
estruturadas, que ocupam atualmente nichos ambientais diferentes. Essas populagdes teriam
divergido por meio das alteragdes da flora, estabelecimento de novas areas de refigios e

conexdes com florestas tropicais através da DD (Guillory ef al., 2024).

A estrutura genética de Bothrops erythromelas estd relacionada com a distancia
geografica. Esse achado € importante para outros organismos da diagonal seca (Andrade Lima
et al., 2024a, b; Oliveira et al., 2018b; Camurugi ef al., 2022;). De certa forma, esse resultado
¢ esperado para espécies de ampla distribuicao (Jenkins et al., 2010), embora B. erythromelas
seja restrita a Caatinga, ela ¢ amplamente distribuida no bioma. Além disso, ¢ esperado que a
distancia genética aumente com a distancia geografica entre os ectotérmicos (Oliveira et al.,

2018Db), pois sugere que a base metabolica influencie o fluxo génico (Jenkins ez al., 2010). Além
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disso, individuos ectotérmicos, em tese, devem limitar a dispersdo com base nas temperaturas
do ambiente (Janzen 1967; Ghalambor et al, 2006). Desta forma, compreender a dindmica
evolutiva de como a variagdo geografica modula fluxo génico entre as populagdes ao longo do
tempo ¢ necessario para conhecer os estagios iniciais de divergéncia bioldgica (Schluter 2001;

Wang et al., 2013).
CONCLUSAO

Nossos resultados mostram divergéncia genética recente e complexa para uma espécie
de serpente amplamente distribuida na Caatinga, com diversificagdo durante o ultimo
interglacial. O que conheciamos como Bothrops erythromelas, na verdade, corresponde a duas
linhagens bem estruturadas, uma com distribui¢ao para o norte e a outra para o sul da Caatinga.
Essas linhagens estdo geograficamente separadas e ocupam nichos espaciais distintos. Assim,
as flutuagdes climaticas do quaternario promoveram diversificagdo ¢ a diversidade genética

segue modelo de isolamento por distancia em B. erythromelas.

Acrescentamos, que as relagdes filogenéticas e os padroes biogeograficos em espécies
com ampla distribui¢do na diagonal de formacdes abertas da América do sul se destacam quanto
a complexidade espacial e temporal. Desta forma, destacamos a necessidade de mais estudos
para espécies que apresentam ampla distribuicao e sdo restritas na regido da diagonal seca, visto
que podem revelar diferentes padrdes e processos de diversificacdo, além disso, podem tratar

de espécies cripticas para a fauna Neotropical.
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2 EVIDENCIAS INTEGRADAS REVELAM UMA NOVA ESPECIE DE BOTHROPS
(SQUAMATA: VIPERIDAE) PARA O SUL DA BAHIA, BRASIL
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Evidéncias integradas revelam uma nova espécie de Bothrops (Squamata: Viperidae) para o
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Resumo

A variacao ecoldgica e fisionomia da Caatinga proporciona a existéncia de uma elevada
biodiversidade. Nesse sentido, estudos que visam filogeografia e taxonomia das serpentes da
Caatinga tem revelado diversidade criptica e novas espécies sao descritas na regido. O género
Bothrops ¢ amplamente distribuido na América Central e América do Sul, atualmente composto
por aproximadamente 48 espécies, dos quais, pelo menos 30 ocorrem no Brasil. Bothrops
erythromelas ¢ amplamente distribuida na Caatinga. N6s analisamos minuciosamente 0s
caracteres morfoldgicos das populacdes de B. erythromelas ao longo da Caatinga, e em adigao,
incluimos os dados moleculares (mtDNA), gene COI e CytB, aumentando a confiabilidade dos
nossos resultados. Nossos resultados indicam a existéncia de uma nova espécie de Bothrops
para a Caatinga, desta forma, propomos a descricdo da espécie. A nova espécie ¢
filogeneticamente proxima de B. erythromelas com distancias genéticas de 1,6 % e 2,5 para os
genes COI e CytB. As andlises multivariadas de PCA e PLS-DA também reconheceram
diferenciagdo no espago multivariado entre B. erythromelas e Bothrops sp. nov. Embora
apresente algumas sobreposi¢des, a andlise univariada para diversas varidveis também indica
que a populagdo do sul ¢ facilmente distinguida de todas as outras populacdes ao longo da
Caatinga, (baixa sobreposi¢do, aproximadamente 1.5%). De modo geral, a populagdo do sul da
Caatinga apresenta mais escamas ventrais do que as outras populacdes de B. erythromelas,
menor nimero de escamas infralabiais em contato com a faixa ocular do lado direito do corpo,
mais escamas dorsais na regido posterior do corpo quando comparada a todas as outras
populagdes. A maior ameacga a conservagao de Bothrops sp. nov. passa pelos multiplos desafios
que a Caatinga vem enfrentando, como, intensifica¢do da aridez e crescente pressao antropica,
que estdo levando a perda de biodiversidade e a degradacdo dos ecossistemas. Desta forma,
proteger o habitat dessa espécie, incluindo a criacdo de areas protegidas, monitoramento e
incentivos em pesquisa continua sobre a biologia e ecologia da espécie ¢ uma interessante

estratégia na preservacao a longo prazo de Bothrops sp. nov.

Palavras-chaves: biodiversidade, Caatinga, conservagdo, espécie criptica, taxonomia.
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Abstract

The ecological variation and physiognomy of the Caatinga biome support the existence of high
biodiversity. In this context, studies focusing on the phylogeography and taxonomy of Caatinga
snakes have revealed cryptic diversity, leading to the description of new species in the region.
The genus Bothrops is widely distributed throughout Central and South America and currently
comprises approximately 48 species, of which at least 30 are found in Brazil. Bothrops
erythromelas 1is broadly distributed across the Caatinga. We conducted a detailed
morphological analysis of B. erythromelas populations throughout the biome and additionally
incorporated mitochondrial DNA (mtDNA) data specifically the (COI and CytB) genes to
enhance the reliability of our results. These data support the existence of a new Bothrops species
endemic to the Caatinga, for which we propose formal description. The new species is
phylogenetically close to B. erythromelas, with genetic distances of 1.6% (COI) and 2.5%
(CytB). Multivariate analyses (PCA and PLS-DA) also revealed distinct clustering in
morphospace between B. erythromelas and Bothrops sp. nov. While some overlap was
observed, univariate analyses of several variables indicate that the southern population is
readily distinguishable from all other populations across the Caatinga, with low overlap
(~1.5%). In general, individuals from the southern Caatinga exhibit a higher number of ventral
scales, fewer infralabial scales in contact with the ocular stripe on the right side of the head,
and a greater number of dorsal scales in the posterior body region, compared to other
populations. The greatest threat to the conservation of Bothrops sp. nov. lies in the multiple
challenges currently affecting the Caatinga biome, such as increasing aridity and growing
anthropogenic pressures, which are driving biodiversity loss and ecosystem degradation.
Therefore, protecting the habitat of this species, through the establishment of protected areas,
continuous monitoring, and investment in research on its biology and ecology, represents a

crucial long-term conservation strategy for Bothrops sp. nov.

Keywords: biodiversity, Caatinga, conservation, cryptic species, taxonomy
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INTRODUCAO

Por décadas a Caatinga foi considerada empobrecida em biodiversidade (Vanzolini et
al., 1980; Andrade-Lima, 1982; Prance, 1987; Lacerda, 2023), no entanto, a maior floresta
tropical seca da América do Sul (Pennington et al., 2006) atualmente ¢ reconhecida pela sua
rica biodiversidade e endemismo (Gutiérrez and Marinho-Filho 2017; Garda et al., 2018; Moro
et al., 2024). Narealidade, a Caatinga trata-se de um mosaico de fitofisionomias, composta por
florestas tropicais sazonalmente secas, areas rochosas abertas e enclaves de floresta tropical
umida e savanas (Santos et al., 2011; Tabarelli et al, 2018; Moro et al., 2024) a variagao
ecoldgica e fisionomia da Caatinga proporciona a existéncia de uma elevada biodiversidade.
Nesse sentido, estudos que visam filogeografia e taxonomia das serpentes da Caatinga tem
revelado diversidade criptica e novas espécies sdo descritas na regido (Albuquerque et al., 2022;

Barbo et al., 2022; Costa et al., 2022).

O género Bothrops (Wagler 1824) ¢ amplamente distribuido na América Central e
América do Sul (Campbell and Lamar 2004; Nogueira et al., 2019), atualmente composto por
aproximadamente 48 espécies, dos quais, pelo menos 30 ocorrem no Brasil (Guedes et al., 2023;
Uetz et al., 2025). Estudos com evidéncias moleculares e taxonomia integrativa sugerem a
divisdo de Bothrops em sete grupos principais de espécies intimamente relacionados: B. gr.
atrox (Linnaeus, 1758), B.gr. jabrensis (Barbo et al., 2022), B. gr. jararaca (Wied-Neuwied,
1824), B. gr. jararacussu (Lacerda, 1884) e B. gr. taeniatus (Wagler, 1824), presentes em
regides de areas florestais, enquanto Bothrops gr. alternatus (A.M.C. Duméril, Bibron e A.H.A.
Duméril, 1854) e B. gr. neuwiedi (Wagler, 1824); estdo associados as formacdes abertas do

Cerrado e da Caatinga (Carrasco et al., 2012; Nogueira et al., 2019; Barbo et al., 2022).

O grupo de B. neuwiedi é representado pelas menores serpentes do género e € composto
pelas espécies: B. diporus (Cope, 1862), B. erythromelas (Amaral, 1923), B. lutzi (Miranda-
Ribeiro, 1915), B. mattogrossensis (Amaral, 1995), B. marmoratus (Da Silva and Rodrigues,
2008), B. neuwiedi (Wagler, 1824), B. pauloensis (Amaral, 1925) e B. pubescens (Cope, 1870)
(Wiister et al., 2002; Fenwick et al., 2009; Machado et al., 2014).

Bothrops erythromelas ¢ amplamente distribuida na Caatinga (Nogueira et al., 2019).
Dal Vechio et al. (2018) encontraram diversidade genética entre individuos reconhecidas de B.
erythromelas coletadas em quatro localidades distintas no nordeste do Brasil, semelhante aos

resultados que encontramos em nossa filogenia molecular. Partindo desses pressupostos, com
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base em dados moleculares e morfoldgicos nds verificamos se as duas linhagens em questao se

tratavam de espécies distintas.

Assim, a taxonomia integrativa, que combina diferentes técnicas, como dados meristicos
e moleculares, tornou-se uma abordagem assertiva na revisao e descri¢ao de espécies (Padial et
al., 2010), especificamente em estudos de grupos complexos, como com serpentes (Nascimento
et al., 2024; Glaw et al., 2013, Albuquerque et al., 2025). Além disso, evidéncias moleculares,
como o uso de mtDNA tem permitido a avaliacao de divergéncias genéticas e compreender as
relacdes filogenéticas entre espécies (Vences et al., 2012). Integrar essas metodologias em
taxons morfologicamente semelhantes tem permitido a identificacdo e descrigdo de espécies
com maior confiabilidade dos resultados (Albuquerque et al., 2025). Nos analisamos
minuciosamente os caracteres morfologicos das populagdes de B. erythromelas ao longo da
Caatinga, e em adi¢do, incluimos os dados moleculares (mtDNA), aumentando a confiabilidade
dos nossos resultados, que indicam a existéncia de uma nova espécie de Bothrops para a

Caatinga, desta forma, propomos a descri¢do da espécie, que descrevemos no presente estudo.

MATERIAL E METODOS

Amostragem de taxons e genes

Nossa matriz de dados compreende 112 terminais (incluindo 89 B.cf. erythromelas, 20
B. cf. lutzi e um individuo de B. jararaca, B. diporus e B. pubescens) sequenciados para dois
genes mitocondriais (COI e CytB). Sequenciamos 106 novos fragmentos de DNA para as
espécies B. cf. lutzi, B.cf. erythromelas e quatro para a nova espécie descrita neste estudo,
também incluimos sequéncias do GenBank para B. jararaca, B. diporus, B. pubescens B.
erythromelas (uma de cada) e duas sequencias de localidades de ocorréncia da nova espécie
(informagdes complementares, tabela S1). Enraizamos nossa arvore filogenética com as

espécies B. jararaca, B. diporus e B. pubescens e usamos B. [utzi como grupo irmao.

Sequenciamento de DNA

Nos extraimos o DNA de amostras do figado, misculo ou escama por meio do método
de extra¢do salina seguindo o protocolo adaptado de Bruford et al. (1992) ou Dneasy Blood &
Tissue kit (QIAGEN). Em seguida, amplificamos fragmentos de dois genes mitocondriais por
meio de a reagdo em cadeia de polimerase (PCR): Citocromo ¢ (COI, 710 pb alinhados) e
Citocromo b (CytB rRNA, 660 pb alinhados). Para amplificacdo do COI preparamos um mix
com volume final de 22ul com os primers (4 F 5' - GCCCACCACATATTCACYGT -3/ 7R
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5'-TAAAGYCTGTCTCTTCTCGG - 3"). O protocolo de PCR foi configurado com uma fase
inicial de 94°C por 2 min, seguida por 35 ciclos de 94°C por 30s, 52°C por 45s, 72°C por 45s
e uma fase de extensao final de 72°C por 5 min. Para os fragmentos do CytB (primers 7574 F
5" — TCAAAYATCTCAACCTGATGAAAYTTYGG - 3/ 7575 R 5 -
GGCAAATAGGAAGTATCAYTCTGGYTT 3'), utilizamos uma fase inicial de 94°C por 2
min, seguida por 10 ciclos de 94°C por 20s, 60°C por 45s, 72°C por 45s, 35 ciclos de 94°C por
20s, 54°C por 45s, 72°C por 45s e uma fase de extensado final de 72°C por 3 min. Os produtos
da PCR foram analisados em géis de agarose a 1% por eletroforese horizontal. A purificagao
foi feita com os ExoFastAp para remover os dNTPs restantes e iniciadores, e DNA de cadeia
simples produzido na PCR. O sequenciamento foi realizado pela Macrogen Inc., Seul,

Republica da Coreia.
Andlises moleculares

Noés editamos cromatogramas no Geneious 9.0.5 (https://www.geneious.com) e
alinhamos sequéncias usando o algoritmo Muscle (Edgar, 2004). Por fim, estimamos o melhor
modelo de substitui¢do de nucleotideos para o alinhamento concatenado dos genes COI e CytB,
com base no critério de informag¢ao de bayesiano (BIC) usando o ModelFinder implementado
no IQ-TREE 2.4.0 (Nguyen et al., 2015). Os modelos de substituicdo foram estimados para
cada posicdo dos cddons dos genes: CytB posicdo 1 (modelo K2P), CytB posi¢do 2 (modelo
HKY), CytB posi¢ao 3 (modelo TIM3+G), COI posicao 1 (modelo K2P+I), COI posigao 2
(modelo F81) e COI posicao 3 (modelo TN+G). Conduzimos a analise filogenética bayesiana
com o alinhamento concatenado dos genes COI e CytB no BEAST.v2.6.4 com duas corridas
de 50 milhdes de geracdes amostradas a cada 5 mil geracdes, resultando em 10 mil arvores para
cada corrida. Para obter uma arvore de maxima credibilidade com base em todas as arvores
salvas nos usamos o programa TreeAnnotator v2.6.4, descartando como burnin 20% das
primeiras arvores. Verificamos a convergéncia das corridas com base nos tamanhos efetivos
populacionais (Effective Sample Sizes — ESS) assumindo como indicativo de convergéncia ESS
> 200 no programa Tracer v1.7 (Rambaut ef al., 2014). Enraizamos as espécies B. jararaca, B.
diporus e B. pubescens como grupo externo e B. lutzi como espécie filogeneticamente mais
proxima de B. erythromelas, de acordo com a filogenia proposta por Barbo et al., 2022. Por

ultimo, visualizamos a arvore com o programa Figtree v1.4.3 (Rambaut, 2016).

Espécimes e caracteres examinados para andlise morfologica
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Para analises morfoldgicas, avaliamos 207 espécimes de B. cf. erythromelas (207
espécimes para folidose; 200 espécimes para morfometria), distribuidos nos estados de
Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe, cobrindo a

distribuicao do clado (informagdes complementares, tabela S2).

O nosso conjunto de dados foi gerado com 38 caracteres, geralmente avaliados em
estudos taxondmicos com Bothrops (Carrasco et al., 2019; Barbo et al., 2022). Esses caracteres
foram organizados em 25 variaveis discretas e 13 continuas (a lista completa das variaveis
analisadas ¢ apresentada nas informagdes complementares, tabela S3). As medidas
comprimento-rostro-cloacal (SVL) e comprimento da cauda (TL) foram medidos com régua
flexivel com precisao de milimetros (mm), os restantes das medidas foram aferidos com
paquimetro digital com precisdo de 0,01 mm. As escamas ventrais foram contadas a partir da
primeira escama mais larga do que longa finalizando na ultima escama antes da placa cloacal,
e as subcaudais a partir da primeira escama abaixo da placa anal até o limite inferior da cauda.
As fileiras de escamas dorsais foram contadas nas regides anterior (DSA), média (DSM) e
posterior do corpo (DSP). Contamos DSA em uma distdncia de uma cabega apds a cabeca e

DSP a uma distancia de uma cabega atras da cloaca.

Para detectar e quantificar a variabilidade nos padrdes do dorso e laterais da cabega,
contamos as escamas: dorsocefalicas, intersupraoculares, escamas em contatos com a
supraocular, suboculares, pré-foveais, escamas gulares, supralabiais, infralabiais, supralabiais
e infralabiais em contato com a faixa ocular, Interoculabiais (escamas entre a 4* escama labial
e suboculares). Determinamos o sexo dos individuos fazendo uma pequena incisao na base da

cauda para avaliar a presenc¢a (macho) ou auséncia (fémea) de hemipénis.

Todos os espécimes examinados (informacdes complementares, tabela S2) estdo
depositados nas seguintes instituicoes no Brasil (siglas entre parénteses): Colegdo
Herpetologica do Nucleo Regional de Ofiologia e Cole¢do Herpetologica da Universidade
Regional do Cariri, depositados na Universidade Federal do Ceara (NUROF e CHURCA),
Fortaleza, Ceara, sob os cuidados de Robson Avila; Cole¢do Herpetoldgica da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (CHSA), Mossoro, Rio Grande do Norte, aos cuidados de Daniel
Passos; Cole¢ao Herpetologica da Universidade Federal da Paraiba (CHUFPB), Jodo Pessoa,
Paraiba, responsabilidade de Daniel Mesquita; Colecao Herpetoldgica da Universidade Federal
do Pernambuco (CHUFP), Recife, Pernambuco, curadoria de Pedro Nunes; Colecdo

Herpetologica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (CHUFRN), Natal, Rio Grande



85

do Norte, cuidados de Elisa Freire; Laboratdrio de Anfibios e Répteis, Universidade Federal do
Rio Grande do Norte (LAR), Natal, Rio Grande do Norte, sob os cuidados de Adrian Garda;
Laboratorio Especial de Cole¢des Zoologicas Instituto Butantan, Herpetologia (LCZ), Sao

Paulo, Felipe Grazziotin.
Andlise estatistica de diversidade morfologica

Utilizamos dois conjuntos de OTUs (Unidade Taxondmica Operacional) para avaliar a
variagdo morfologica encontrada no estudo, definidas como: OTUsO1, categorizado em seis
subclados geografico amostrados ao longo da Caatinga (SC1: Brumado, Caculé, Caitité, Palmas
do Monte Alto, Rio do Anténio e Tanhagu na Bahia; SC3,4,5: Campo Formoso, Casa Nova,
Morro do Chapéu, Tucano, Umburanas, Raso da Catarina e Palmeiras na Bahia, ¢ Queimada
Nova e Sdo Jodo do Piaui no Piaui; SC6: Bothrops sp. e SC7: Vale do Catimbau, Pernambuco),
e o conjunto OTUs02, representado pelas linhagens de B. erythromelas do norte (SC3,4,5,6,7)
e Bothrops sp. (SC1) do sul da Caatinga, recuperados em nossa filogenia molecular. Todas as
analises foram conduzidas usando R (R Core Team, 2018), nosso script foi baseado em Barbo

etal., 2022.

Combinamos variaveis discretas e continuas na analise multivariada, para analisar os
dados morfologicos, usamos métodos estatisticos livres de distribuicao. Devido contagens de
escamas nao ser variaveis continuas € consequentemente, ndo devem ser modeladas com
distribui¢cdes normais, o método estatistico empregado ¢ uma excelente ferramenta, pois evita

violar suposi¢des nos modelos (Barbo ef al., 2022).

Por meio de anélise exploratéria, identificamos outliers e possiveis problemas em nosso
conjunto de dados, através de inspec¢dao visual de graficos quantil-quanti, histogramas e
bloxplots, em seguida removemos os valores extremos (lista de outliers removidas na tabela
S4). Além disso, variaveis ndo estimadas para todos os individuos de um OTUs era
completamente removida do conjunto de dados (lista de variaveis removidas na tabela S5).
Também removemos do conjunto de dados varidveis que apresentassem variancia zero,
considerando cada OTUs (lista de varidveis removidas por conjunto de dados na tabela S6). Em
nossas analises consideramos usar os residuos, pois nosso conjunto de dados inclui jovens,

subadultos e adultos.

A homocedasticidade dos dados foi testada por meio de Levene com o pacote car R (Fox

and Weisberg, 2019). Para testar o dimorfismo sexual, realizamos teste t com correlagdao P de
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Bonferroni para os dados com distribui¢ao normal e teste de Wilcoxon (teste de Mann-Whitney)
para os dados com distribuicdo ndao normal), usamos o pacote R stats (R Core Team, 2017).
Primeiro, avaliamos o dimorfismo sexual considerando todo o conjunto de dados (sem grupos)

em seguida, considerando os conjuntos de dados categorizados, OTUs01 e OTUs02 (tabela S7).

Utilizamos as seguintes abordagens: (1) Andlise de Componentes Principais (PCA)
como abordagem exploratoria, € (2) a Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais
(PLS-DA) para visualizar as diferengcas morfoldgicas entre os grupos. Como o tamanho da
amostra para algumas OTUs ndo foi suficiente para realizar a PCA e a PLS-DA,
implementamos um pipeline para simular um conjunto de dados equalizado com 100 individuos
por OTUs, considerando o tamanho da amostra original para cada OTUs. Geramos o pipeline
dos dados simulados pelas seguintes regras: os valores para varidveis discretas e categdricas
para cada OTUs foram extraidos de 1) distribuicdo de Poisson com lambda, mediana das
varidveis discretas com mais de dois valores; 2) distribui¢do binomial, propor¢ao do valor mais
frequente das varidveis discretas com apenas dois valores; 3) distribui¢ao normal, com média
igual a média da OTUs e desvio padrao (DP) igual ao DP da OTUs. Quando a OTUs foi
representada por apenas uma amostra no conjunto de dados original, os valores foram extraidos
de (4) distribuigdes binomiais, definidas para uma probabilidade de 0,95. (5) distribuig¢do de
Poisson com lambda definido como igual ao valor da varidvel da OTUs; e (6) distribuigdo
normal com média definida como igual ao valor da variavel da OTUs e o DP definido como
igual ao DP global (considerando todas as OTUs). Com o objetivo de explorar visualmente as
diferencas morfoldgicas entre as OTUs, treinamos os nossos modelos em: (1) usamos o
conjunto de dados completo, para obter a melhor estimativa dos componentes latentes (PSL) e
dos scores de proximidade (RF); e (2) usamos 60% de nossa amostragem como treinamento e
40% como teste para avaliar o comportamento de nossos modelos (evitando usar as mesmas
amostras para treinamento e teste). O teste de PLS-DA ¢ interessante em estudos morfométricos
com serpentes, pois, (1) a PLS-DA lida com multicolinearidade, e projeta preditores originais
em componentes latentes ortogonais, tornando-o robusto quando os preditores sdo altamente
correlacionados; (2) O PLS-DA funciona bem com dados de alta dimensdo, como quando temos
mais variaveis do que amostras por grupo (p > n); (3) O PLS-DA lida bem com conjuntos de
dados mistos, incluindo varidveis continuas e discretas (bindrias/multiclasse) e (4) O PLS-DA

ndo requer variancia de grupo igual (homocedasticidade) e normalidade multivariada por grupo.
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A analise PLS-DA foi realizada no pacote caret (Kuhn, 2008) no R. O conjunto de dados
foi escalonado antes da implementa¢ao da PCA (PCA de correlagdo), removemos as varidveis
que apresentaram valores de colinearidade superiores a 0,7. A métrica de treinamento para PLS-
DA foi definida como "Precisdao" e os preditores escalonados foram pré-processados por
centralizagdo e escalonamento. O método de validagdo cruzada repetida foi aplicado, € o
conjunto de dados de treinamento foi definido usando trés valida¢des cruzadas, com dez
repeti¢des para gerar uma estimativa de precisdo total de 30%. Aplicamos a regra de "erro
padrdo Unico" para selecionar o modelo menos complexo ideal. Os resultados multivariados

foram plotados usando os pacotes R ggplot2 (Wickham, 2016) e ggbiplot (Vu, 2011).
Mapa de distribui¢do de espécies

Apds compreendermos a delimitagdo das espécies construimos um conjunto de dados
geograficos. Geramos um mapa com a atual distribuicao de B. erythromelas ¢ da nova espécie
de Bothrops que descrevemos aqui (figural). O mapa foi gerado por meio do software QGIS
v.3.40.07 (QGIS Development Team, 2024). Utilizamos as coordenadas indicadas no voucher
das colecdes, quando disponivel, quando o material ndo tinha a localizacdo geografica precisa,
usamos o Google Earth para obter coordenadas aproximadas com base nas informagdes
disponiveis na cole¢do cientifica. Também usamos coordenadas geograficas do “Atlas of
Brazilian Snakes: Verified Point-Locality Maps to Mitigate the Wallacean Shortfall in a
Megadiverse Snake Fauna” (Nogueira ef al, 2019), avaliamos esses registros por meio do

contraste com nosso conhecimento atual sobre o grupo.

Figura 1. Mapa com a distribuigdo geografica das duas linhagens de Bothrops erythromelas estudadas. Os pontos

na cor branca sdo as coordenadas recuperadas no “Atlas of Brazilian Snakes” (Nogueira et al., 2019).
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Delimitagdo de espécies

O nosso principal objetivo nesse estudo foi fornecer evidéncias de diversidade
genotipica e fenotipica em Bothrops erythromelas. Para isso, nossa compreensao foi baseada
no conceito geral de linhagem, espécies como segmentos de linhagens em evolucio separada,
proposto por de Queiroz (2005). De acordo com a variagdo morfoldgica e os resultados
estatisticos, consideramos, que a populacao norte ¢ sul da Caatinga difere, e cada populagao,

apresenta combinagao Unica de estados de caracteres (sensu Davis and Nixon, 1992).

RESULTADOS

Andlise filogenética

Nosso alinhamento concatenado contém 1.370 pb (apds excluir os gaps) de mtDNA
(710 pb COI e 660 CytB) para 112 individuos (83 B. erythromelas, 6 Bothrops sp., 20 B. cf.
lutzi e um individuo de cada um dos grupos externos B. jararaca, B. diporus e B. pubescens).
A topologia da nossa andlise bayesiana recuperou alto suporte de probabilidade posterior
(100%) entre Bothrops erythromelas e Bothrops sp. (figura 2), o clado novo que recuperamos
¢ monofilético e foi timidamente recuperado na filogenia molecular de Dal Vechio et al., 2018,
quando os autores estudaram a historia filogeografica de B. bilineatus e incluiram quatro
sequencias de Bothrops cf. erythromelas. A nova espécie € filogeneticamente proxima de B.
erythromelas com distancias genéticas de 1,6 % e 2,5 para os genes COI e CytB,
respectivamente. Além disso, apresentamos a distancia genética das duas espécies (Bothrops

erythromelas e Bothrops sp.,) para B. lutzi (ver tabela 1).
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Figura 2. Arvore bayesiana concatenada dos Genes COI e CytB. B. jararaca, B. diporus e B. pubescens enraizados
como grupo externo e B. [utzi como espécie-irma para as linhagens de B. erythromelas e Bothrops sp. Os valores

nos nés indicam a probabilidade posterior.
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Tabela 1. Distancia genética entre as linhagens recuperadas. Genes COI e CytB. Em negrito o erro padrio.

Locus B. erythromelas Bothrops sp. B. lutzi

Gene COI B. erythromelas 0.0045  0.0075
Bothrops sp. 0.0164 0.0072
B. lutzi 0.0460 0.0439

Gene CytB  B. erythromelas 0.0058  0.0085
Bothrops sp. 0.0247 0.0081
B. lutzi 0.0522 0.0499

Andlise morfologica

Um mapa apresentando a distribuicao das localidades amostradas e das OTUs testadas
nas analises morfoldgicas é amostrado na figura 3. Neste mapa, os pontos coloridos representam
hipotese de estrutura geografica dos subclados distribuidos ao longo da Caatinga. Essa hipotese,

baseia-se nos resultados filogenéticos e na distribuicdo conhecida de B. erythromelas.

Quando quatro OTUs foram consideradas em conjunto (conjunto de dados OTUsO01),
todas as andlises multivariadas indicaram sobreposicdo entre a variagdo morfologica
apresentada nos subclados geograficos, exceto, o subclados SC1, do sul da Caatinga. Quando
consideramos duas OTUs (conjunto de dados OTUs(02), as populagdes do norte e sul da
Caatinga também apresentam distribui¢ao distinta no espago multivariado, assim, a populagao
do sul da caatinga foi consistentemente recuperada como um cluster distinto em todas as

analises multivariadas.

Figura 3. Estrutura geografica dos subclados de Bothrops erythromelas e Bothrops sp. distribuidos ao longo da
Caatinga. O subclados rosa-claro (SC2, Santo Inacio, BA) ndo entrou em nossas analises morfologicas, apenas na
filogenia molecular, pois tinhamos apenas amostra de tecidos dos exemplares. (SC1: Brumado, Caculé, Caitité,
Palmas do Monte Alto, Rio do Antonio e Tanhagu na Bahia; SC3.4.5: Campo Formoso, Casa Nova, Morro do
Chapéu, Tucano, Umburanas, Raso da Catarina e Palmeiras na Bahia, ¢ Queimada Nova e S3o Jodo do Piaui no

Piaui; SC6: Bothrops sp. € SC7: Vale do Catimbau, Pernambuco)
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Na analise de componentes principais (PCA), no OTUsO01, os componentes explicam
para ambos os sexos: 13.3% e 14.6% para os dados reais, ¢ 7.7% e 8.6% para os simulados;
para fémeas: 12.1% e 14.6% dos dados reais, e 10.7% e 18% dados simulados e machos 13.6%
e 19.9 % dados reais e 11.2% e 17.4% dados simulados (figura 4a-c).

Para a OTUs02, considerando, B. erythromelas e Bothrops new sp., os componentes
explicam para ambos os sexos: 12% e 15.6% para os dados reais, e 7.1% e 11.5% para os
simulados; para fémeas: 11.6% e 15.5% dos dados reais, € 6.9% e 22.7% dados simulados ¢

machos 13.4% e 16 % dados reais e 7.2% e 22.8% dados simulados (figura 5a-c).

Da mesma forma, com base no conjunto de dados simulados, a analise a PLS-DA
também reconheceu diferenciagdo no espago multivariado na OTUsO1 e na OTUs02. Para a
OTUsO1 os dois primeiros componentes explicam para machos e fémeas: 80.9% (40.5 ¢ 40.4)
e para OTUs02 100% (30.8% € 69.2%), s6 fémeas: 82.3% (33.2% € 49.1%) na OTUsO01 e 100%
(18.7% e 81.3%) para OTUs02 e machos: 83.5% (31.1% e 52.4%) OTUsO01 e 100% (13.9% e
86.1%) OTUs02 (figura 6a-c).

Figura 4. Diagramas de dispersdo bidimensionais mostrando os resultados das analises multivariadas de PCA
(Analise de Componentes Principais) das populagdes de Bothrops erythromelas ao longo da Caatinga, com base
no conjunto de dados OTUsOI. (a) primeiros dois componentes para machos e fémeas com os dados reais
(esquerda) e dados simulados (direita); (b) para fémeas com os dados reais (esquerda) e dados simulados (direita)

e (¢) para machos com os dados reais (esquerda) e dados simulados (direita).



(a) oTus 8! sc1 s scsa5 & sce & sc7

3
©
@
~
O
o
-50 -25 00 25 50 75
PC1 (14.6%)
(b) oTus [ sc1 |8 scsas [8 sce [8 sc7
L
o
~
13)
e
5
PC1 (14.6%)
() OTUS [® sct & sc3as s sce & sc7
5-

PC2 (13.6%)

fr .

0
PC1 (19.9%)

L

5.0-

otus B sc1 |8 scaas [ sce [ scr

25-
£
P
E 00-
O
a
-25-
-25 00 25 50
PC1 (8.6%)
otus [ sc1 [@ scsas [§ sce 8 sc7
=
]
o
=
N
O
e
6 -4 2 0 2
PC1 (18%)
OTUS [® sc1 & sc3ss & sce & sc7
50-
g 2s-
o
=,
o
Q oo-
-25-

25 00 25 50
PC1 (17.4%)

94



95

Figura 5. Diagramas de dispersdo bidimensionais mostrando os resultados das analises multivariadas de PCA
(Analise de Componentes Principais) das popula¢des de Bothrops erythromelas ao longo da Caatinga, com base
no conjunto de dados OTUs02. (a) primeiros dois componentes para machos e fémeas com os dados reais
(esquerda) e dados simulados (direita); (b) para fémeas com os dados reais (esquerda) e dados simulados (direita)

e (c) para machos com os dados reais (esquerda) e dados simulados (direita).
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Figura 6. Diagramas de dispersdo bidimensionais mostrando os resultados das analises multivariadas de PLS-DA
(Analise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais) das popula¢des de Bothrops erythromelas ao longo da
Caatinga. (a) primeiros dois componentes para machos ¢ fémeas com os dados de OTUsO1 (esquerda) ¢ dados da
OTUs02 (direita); (b) para fémeas com os dados OTUsO01 (esquerda) e dados da OTUs02 (direita); e (c) para

machos com os OTUs01 (esquerda) e dados da OTUs02 (direita).
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Embora apresente algumas sobreposi¢des, a analise univariada para diversas variaveis
também indica que a populacdo do sul ¢ facilmente distinguida de todas as outras populacdes
ao longo da Caatinga, (baixa sobreposi¢do, aproximadamente 1.5%). De modo geral, a
populagdo do sul da Caatinga apresenta mais escamas ventrais do que as outras populagdes de
B. erythromelas, menor nimero de escamas infralabiais em contato com a faixa ocular do lado
direito do corpo, mais escamas dorsais na regido posterior do corpo quando comparada a todas

as outras populagdes (Figura 7 e 8).

Figura 7. Bloxplots com as variagdes nas escamas das populacdes de Bothrops erythromelas (SC1: Brumado,
Caculé, Caitité, Palmas do Monte Alto, Rio do Antoénio e Tanhagu na Bahia; SC3,4,5: Campo Formoso, Casa
Nova, Morro do Chapéu, Tucano, Umburanas, Raso da Catarina ¢ Palmeiras na Bahia, e Queimada Nova e S&o
Jodo do Piaui no Piaui; SC6: Bothrops sp. ¢ SC7: Vale do Catimbau, Pernambuco). Escamas: VeS (niimero de
escamas ventrais), ILSOSR (niimero de escamas infralabiais em contato com a faixa ocular do lado direito do

corpo) e DSP (nimero de escamas dorsais na regido posterior do corpo).
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Figura 8. Bloxplots com as variagdes nas escamas nas linhagens de Bothrops erythromelas (norte da Caatinga) e
Bothrops sp. (sul da Caatinga). Escamas: VeS (nimero de escamas ventrais), ILSOSR (nimero de escamas
infralabiais em contato com a faixa ocular do lado direito do corpo) e DSP (nimero de escamas dorsais na regido

posterior do corpo).
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A distingdo morfoldgica demonstrada pela populacdo de Bothrops do sul da Caatinga
também se reflete nos resultados significativos da PERMANOVA Pareada, indicando que esta
populacdo ¢ significativamente diferente de todas as outras espécies e populagdes de B.

erythromelas (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados da PERMANOVA com as variagdes e significancias entre as populagdes de Bothrops
erythromelas ao longo da Caatinga (OTUs01) e entre B. erythromelas e Bothrops new species (OTUs02).

OTUsO1 - PERMANOVA - Complete dataset

pairs Df Sums Of Sqs  F. Model R2 p. value p. adjusted  sig
SC3.4.5 vs SC6 1 338.9460 2.598580 0.02154735 0.039 0.234

SC3.4.5 vs SC7 1 822.0062 7.493804 0.05971453 0.001 0.006 *
SC3.4.5 vs SC1 1 4436.2626 48.019015 0.28923804 0.001 0.006 *
SC6 vs SC7 1 695.0830 4.691996 0.03824207 0.014 0.084

SC6 vs SC1 1 6111.3090 46.709552 0.28358739 0.001 0.006 *
SC7 vs SC1 1 5031.2475 45.700090 0.27916961 0.001 0.006 *

OTUsO01 - PERMANOVA - only Females

SC3.4.5 vs SC6 1 277.0107 4.398712 0.07049364 0.002 0.012
SC3.4.5 vs SC7 1 635.6465 13.571271 0.18961897 0.001 0.006 *
SC3.4.5 vs SC1 1 2565.8125 68.074651 0.53995510 0.001 0.006 *
SC6 vs SC7 1 259.4646 3.765104 0.06095843 0.002 0.012
SC6 vs SC1 1 2705.2471 45.263600 0.43833064 0.001 0.006 *
SC7 vs SC1 1 2391.0686 54.804875 0.48583782 0.001 0.006 *

OTUsO01 - PERMANOVA - only Males

SC3.4.5 vs SC6 1 364.0405 4.151605 0.06679803 0.001 0.006 *
SC3.4.5 vs SC7 1 498.8476 7.038129 0.10821543 0.001 0.006 *
SC3.4.5 vs SC1 1 2340.0413 53.042727 0.47767853 0.001 0.006 *
SC6 vs SC7 1 637.1399 6.583693 0.10194049 0.002 0.012

SC6 vs SC1 1 3677.8781 52.530801 0.47525939 0.001 0.006 *
SC7 vs SC1 1 3212.9331 60.387898 0.51008506 0.001 0.006 *

OTUs02 - PERMANOVA - Complete dataset

B. erythromelas vs 1 5073.866 37.7337 0.2422963  0.001 0.001 ok
B. new species

OTUs02 - PERMANOVA - only Females

B. erythromelas vs 1 2476478 40.55901 0.4115201  0.001 0.001 ok
B. new species

OTUs02 - PERMANOVA - only Males

B. erythromelas vs 1 2873.758 41.91278 0.4194937  0.001 0.001 *K
B. new species
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Desta forma, as serpentes do sul da Caatinga formam um clado monofilético
diagnosticaveis, com combinagdo unica de estados de caracteres (sensu Davis and Nixon,

1992), portanto, descrevemos esta populacdo como uma nova espécie para o grupo B. neuwiedi.
Bothrops sp. nov.
(figuras 9-11)

Holotipo: IBSP089800 (genética 1B0286), um macho sub-adulto, exemplar procedente da
recepcao do Instituto Butantan, sob o nimero do protocolo da recepcao: 20180217899 (por
questdes legais, o nome da pessoa que fez a entrega ndo pode ser divulgado). Data de coleta:
18 de fevereiro de 2018, data da entrada da serpente na colegdo: 19 de fevereiro de 2018.
Localidade: Caculé (lat. -14,484, long. -42,22; entre Brumado e Bom Jesus da Lapa), estado da
Bahia, Brazil (figura 9a-c).

Descrigdo do holotipo: macho sub-adulto; comprimento total 529,42 mm; SVL 454 mm; MBH
12,7, MBW 13,27; TL 75,42 mm (14,3% do comprimento total), TW 7,08; TR 431,99 mm,;
medidas da cabega: HL 22,01 mm (5.09% do tronco); HW 12,56 mm; HH 8,62 mm. Sulco
mental 6,56 mm de comprimento, escama cantal 0,73 mm, distdncia internasal 4,18 mm,
distancia interorcular 10,58 mm; distancia entre o olho e fosseta 1,47 mm. Numero de escamas
ventrais 159; subcaudais 45; 25 nimero de manchas dorsolaterais até a cloaca; 22 escamas
dorsocefélicas; uma escama cantal; uma escamas internasais; quatro escamas intersupraocular;
escamas em contato com as supraoculares nove (lado direito) e 11 (lado esquerdo); trés escamas
pré-foveais; trés escamas suboculares; duas escamas entre a 4* escama labial e o olho do lado
direito e esquerdo; quatro escamas gulares; oito escamas supralabiais do lado direito e esquerdo;
quatro supralabiais em contato com a faixa ocular do lado direito e esquerdo; infralabiais do
lado direito (10) e (11) lado esquerdo; uma escama infralabial em contato com a faixa ocular
do lado esquerdo e direito. O nimero de escamas dorsais foi reduzido de 23 na por¢ao anterior,

21 na por¢ao média e 19 na porgao posterior.
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Figura 9. Holétipo de Bothrops sp. nov. (IBSP089800, macho sub-adulto, coletado em Caculé, BA). Em (A)

vista dorsal, (B) vista ventral e (C) vista lateral da cabeca.

©

Fotos: Livia Corréa

Paratipos: 11 espécimes. Estado da Bahia, nos municipios, Brumado: IBSP046063 e
IBSP082790 (fémeas, adultas); Caetité: CHSA760-761 (fémeas, adulta e jovem,
respectivamente); Palmas de Monte Alto: CHURCA14577 (macho, adulto); Rio do Antonio:
IBSP(094953-094955 e 090124 (fémeas, adultas) IBSP079766 (macho, adulto); Tanhacu:
IBSP091575 (macho, adulto).

Diagnose e comparagdo: Bothrops sp. nov. € colocado no género Bothrops com base em
evidéncias filogenéticas (figura 2). Por ter o bordo anterior da fosseta loreal separada da 2*
supralabial distingue de pelo menos outras 22 espécies de Bothrops (Campbell and Lamar
2004). Por outro lado, compartilha essa caracteristica morfologica juntamente com outras 15
espécies (Silva and Rodrigues 2008). No entanto, a nova espécie faz parte do grupo B, neuwiedi,
que ¢€ representada pelas menores serpentes do género, a nova espécie com o tamanho corporal
nos adultos (350-826 mm), e ¢ filogeneticamente mais proxima de Bothrops erythromelas. A

espécie ¢ diagnosticada e distingue de todas as populagdes de Bothrops erythromelas com base
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na seguinte combinag¢do de caracteres: (1) nimero de escamas ventrais nos machos de 139-154
(n=86) em B. erythromelas versus 154-160 (n = 4) em Bothrops sp., nas fémeas 140-154 (n =
109) em B. erythromelas versus 157-162 (n = 8) em Bothrops sp.; (2) numero de escamas
infralabiais em contato com a faixa ocular do lado direito do corpo, em B. erythromelas
apresenta de 2-3 (n = 81) nos machos e 2-4 (n = 104) nas fémeas, enquanto a nova espécie (n =
12) possui apenas uma escama infralabial em contato com a faixa ocular do lado direito do
corpo em ambos 0s sexos, exceto um macho que apresentou duas escamas em contato com
faixa ocular do lado esquerdo; (3) a faixa ocular em B. erythromelas forma uma curva bem
pronunciada e atinge mais de trés escamas gulares, ¢ em Bothrops sp. nov. a faixa tem um
formato mais reto, atingindo de trés a nenhuma escamas gulares; (4) nimero de escamas dorsais
na regido posterior do corpo nos machos de 15-17 (n = 81) em B. erythromelas versus 19 (n =
4) em Bothrops sp., nas fémeas 15-17 (n = 104) em B. erythromelas versus 17-19 (n = §) em
Bothrops sp.,; (5) nimero de manchas dorsolaterais no corpo até a cloaca nos machos de 14-22
(n=79) em B. erythromelas versus 21-26 (n =4) em Bothrops sp. (Figura 10 (A-C); Tabela S8
e S9).

Figura 10. Comparagao morfolégica entre B. erythromelas (esquerda, CHSA1460, fémea, adulta, coletada em
Mossor6, RN) e Bothrops sp. nov. (direita, CHSA760, fémea, adulta, coletada em Caetité, BA). Em (a) vista

dorsal da cabega, (b) vista ventral da cabega e (¢) vista lateral da cabeca. Escala (10 mm).

(@)

(b)

(c)

Fotos: José Eduardo
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Distribui¢do e habitat: Bothrops sp. nov. ¢ uma serpente com hébito terrestre, com distribuig¢do
geografica endémica e restrita ao sul da Caatinga, atualmente com registros apenas para os
municipios de Brumado, Caculé, Caitité, Palmas do Monte Alto, Rio do Antonio e Tanhagu na

Bahia (figura 1 e 3).

Cor em vida: Fundo do dorso do corpo alaranjado com manchas dorsolaterais irregulares pretas,
o dorso da cabeca segue o mesmo padrao. Faixa pos-ocular preta bem definida. O ventre branco

salpicado em preto (figura 11).

Figura 11. Exemplar em vida de Bothrops sp. nov. (A) Fémea, adulta, coletada em Rio do Antonio, BA e (B)
CHURCA14577, macho, adulto, coletado em Palmas de Monte Alto, BA

Fotos: (A) Marcelo Duarte e (B) Guilherme Gongalves

Etimologia: em sigilo. Sera divulgado ap6s publicagdo do manuscrito.

DISCUSSAO
Biodiversidade da Caatinga

O entendimento sobre a biodiversidade ¢ inconstante e dindmico, uma vez que novas
espécies podem ser descobertas por meio de revisdes taxondmicas e descrigcdes cientificas.
Paralelamente, muitas espécies enfrentam o risco de extingdo antes mesmo de serem
devidamente documentadas e reconhecidas pela comunidade cientifica, evidenciando a
importancia de esfor¢os continuos para a conservagao e o estudo da biodiversidade (Puorto et
al. 2001). Diante de sua localizacdo na Regido Neotropical, uma area de elevado interesse
bioldgico, o Brasil configura-se como protagonista no cenario global no que tange a sua

biodiversidade, sobretudo, para anfibios e répteis (Segalla ez al. 2021; Guedes et al. 2023).
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A Caatinga, bioma, exclusivo brasileiro, globalmente se constitui como a maior floresta
tropical seca sazonal da América do Sul (Silva et al., 2017; Silva et al., 2018), com elevada
diversidade de espécies endémicas (Hauff, 2010; Gutiérrez and Marinho-Filho 2017; Garda et
al., 2018; Moro et al., 2024). No que diz respeito a fauna, o bioma abriga mais de 1.400 espécies
de vertebrados, das quais aproximadamente 23% sdo endémicas (Garda et al., 2018). No total
de todas as espécies, 125 encontram-se ameacadas de extingdo; 47 delas endémicas e 78 nao
endémicas, conforme informagdes do Livro Vermelho (2018). Além disso, a Caatinga tem sido
identificada como uma das regides ecoldgicas do globo mais suscetiveis as alteragdes climaticas
projetadas para o século XXI (Santos et al., 2014; Seddon et al., 2016). Diante do exposto,
planejamento que visem ampliacdo de areas de conservacao e preservagdo da Caatinga e suas

espécies sdo urgentes.
Conservagdo da nova espécie

Como observado por Alfred R. Wallace (1852, 1855), espécies com relagdo filogenética
proxima tendiam a ocorrer em regides geograficas proximas, mas ndo sobrepostas. Observamos
em Bothrops sp. nov., atualmente com registro em apenas seis municipios da Bahia (Brumado,
Caculé, Caitité, Palmas do Monte Alto, Rio do Anténio e Tanhagu), diferentemente de B.
erythromelas (espécie-irma), que pela nossa filogenia ¢ amplamente distribuida no restante da
regido. Além disso, as diferencas populacionais nos fendtipos podem responder a divergéncia
genética e a estrutura filogeografica em geral, por meio de isolamento por distancia, efeitos
pleiotropicos, adaptagdes locais em resposta a diferentes habitats ou por interagdes biodticas
(Funk et al, 2009; Zamudio et al, 2016; Kohler et al., 2017). Desta forma, a variagao
ambiental, aliada aos limites de dispersdo determinados pela distdncia geografica, pode atuar
de forma conjunta na modula¢do da diferenciagdo fenotipica em pequenos vertebrados (Sun et
al., 2013; Engen and Saether, 2016), provavelmente, tenha ocorrido com B. erythromelas e
Bothrops sp. nov.

Bothrops sp. nov. caracteriza-se como uma espécie criptica. No entanto, a nova espécie
distingue geograficamente, pela genética e em pelo menos dez varidveis discretas, com baixa
sobreposi¢do na morfologia (cerca de 1.5%), quando comparado a espécie-irma. A maior
ameaca a conservacao de Bothrops sp. nov. passa pelos multiplos desafios que a Caatinga vem
enfrentando, como, intensificacdo da aridez e crescente pressao antropica, que estdo levando a
perda de biodiversidade e a degradagcdo dos ecossistemas. A extingdo de espécies, 0 uso

excessivo dos recursos naturais e a fragmentacao dos habitats sdo algumas das consequéncias
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destas pressoes (Sa and Sousa 2024). Desta forma, proteger o habitat dessa espécie, incluindo
a criagdo de areas protegidas, monitoramento e incentivos em pesquisa continua sobre a
biologia e ecologia da espécie ¢ uma interessante estratégia na preservagao a longo prazo de

Bothrops sp. nov.
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Resumo

Estudos de historia natural documentam aspectos ecologicos fundamentais, como composicao
da dieta, periodo reprodutivo e diferengas morfologicas intra e interespecificas, permitindo
inferéncias sobre adaptacdes e histoéria de vida. Estudos sobre ecologia das espécies fornecem
dados para fomentar estratégias de conservacdo e manejo de espécies, sobretudo a fim de
amenizar declinios populacionais e, consequentemente extingdes de espécies. Bothrops
erythromelas (jararaca ou jararaca-da-Caatinga) ¢ uma das menores serpentes do género, com
distribui¢do geografica ampla (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande
do Norte e Sergipe) e com registros em areas marginais no Cerrado e Mata Atlantica. Nos
analisamos 247 espécimes de Bothrops erythromelas provenientes de seis estados do nordeste
brasileiro: Bahia, N= 12, Ceara, N = 73, Paraiba, N = 22, Pernambuco, N = 47, Piaui, N = 2,
Rio Grande do Norte, N = 81, e locais nao identificados, N = 10. Dos 247 espécimes estudados,
analisamos a dieta de 107 espécimes (63 fémeas e 44 machos), usamos 200 exemplares (116

fémeas e 84 machos) na analise de dimorfismo sexual, 225 (124 fémeas ¢ 101 machos) na
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avaliagdo de recrutamento e 112 (69 fémeas e 43 machos) nas andlises de reproducao. Dos 107
exemplares examinados, 53 exemplares possuiam contetido alimentar em seus estdmagos.
Identificamos 59 itens pertencentes a sete categorias de presas. Entre os itens consumidos, a
ordem Scolopendromorpha, espécie Scolopendra viridicornis, foi mais abundante. As fémeas
foram em geral maiores que os machos, sobretudo nas medidas da cabega € no comprimento
rosto-cloacal. No entanto, os machos tém caudas maiores. Juvenis e adultos de Bothrops
erythromelas foram encontrados ao longo de todos os meses do ano. No entanto, o maior
nimero de registros ocorreu no més de maio, independente da faixa etaria. A fecundidade das
fémeas foi relacionada positivamente com o tamanho, € no més de maio foram registradas as
maiores quantidades de fémeas com foliculos primarios. os nossos resultados expandem o
conhecimento a respeito da biologia da espécie Bothrops erythromelas, sobretudo, no que se
refere a dieta, dimorfismo sexual e reprodugdo. Além disso, esse estudo inclui 0 maior nimero
de exemplares, o que o torna mais relevante, essas informagdes sdo cruciais para compreender
os aspectos bioldgicos e ecoldgicos, e consequentemente, tragar estratégias que visem a
conservagao da espécie, que se trata de uma serpente com importancia médico-farmacologica

e ¢ endémica da Caatinga.
Palavras-chave: autoecologia, dieta, dimorfismo sexual, reproducao, serpente.
Abstract

Natural history studies document fundamental ecological aspects, such as diet composition,
reproductive periods, and intra- and interspecific morphological variations, enabling inferences
about adaptations and life history strategies. Species ecology research provides essential data
to inform conservation and management strategies, particularly aimed at mitigating population
declines and preventing species extinctions. Bothrops erythromelas (commonly known as
jararaca or jararaca-da-Caatinga) is one of the smallest snakes within its genus, with a broad
geographic distribution that includes the states of Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Rio Grande do Norte, and Sergipe, as well as marginal records in the Cerrado and Atlantic
Forest biomes. In this study, we analyzed 247 specimens of Bothrops erythromelas from six
northeastern Brazilian states: Bahia (N=12), Ceard (N=73), Paraiba (N=22), Pernambuco
(N=47), Piaui (N=2), and Rio Grande do Norte (N=81), along with 10 specimens of unidentified
localities. Of these, diet analysis was conducted on 107 specimens (63 females and 44 males),

sexual dimorphism was assessed using 200 specimens (116 females and 84 males), recruitment
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was evaluated with 225 specimens (124 females and 101 males), and reproductive parameters
were examined in 112 specimens (69 females and 43 males). Among the 107 specimens with
stomach contents, 59 prey items belonging to seven categories were identified. The most
abundant prey belonged to the order Scolopendromorpha, specifically the species Scolopendra
viridicornis. Females generally exhibited larger body sizes than males, particularly in head
measurements and rostro-ventral length; however, males presented longer tails. Both juvenile
and adult individuals of B. erythromelas were recorded throughout all months of the year, with
the highest number of observations occurring in May, regardless of age class. Female fecundity
showed a positive correlation with body size, and the greatest number of females with primary
follicles was recorded in May. These findings expand the current understanding of the biology
of Bothrops erythromelas, especially regarding its diet, sexual dimorphism, and reproductive
biology. Moreover, this study, which includes the largest sample size to date, enhances the
relevance of the results, providing crucial insights for biological and ecological comprehension.
Such information is vital for developing conservation strategies, particularly given the species’

medical and pharmacological importance and its endemic status in the Caatinga biome.
Keywords: autoecology, diet, sexual dimorphism, reproduction, snake.

INTRODUCAO

Estudos de historia natural documentam aspectos ecoldgicos fundamentais, como
composi¢do da dieta, periodo reprodutivo e diferengas morfoldgicas intra e interespecificas,
permitindo inferéncias sobre adaptagdes e historia de vida (Greene & Losos, 1988; Vitt, 1991;
Greene, 1994; Greene, 2005). Em serpentes, por exemplo, o tamanho corporal esta
frequentemente associado ao tipo de presa consumida e ao esfor¢o reprodutivo (Martins et al.,
2021; Arruda et al., 2024; Carrillo ef al., 2024). Além disso, a historia de vida dos animais €
influenciada fortemente pela sele¢do natural, particularmente, quando se trata de estratégias do
comportamento alimentar e reproducdo das espécies (Adolph & Porter, 1996; Nascimento et
al., 2013). Estudos sobre ecologia das espécies fornecem dados para fomentar estratégias de
conservagao ¢ manejo de espécies, sobretudo a fim de amenizar declinios populacionais e,
consequentemente extingdes de espécies (Leal ef al., 2003; Soberdn & Peterson 2005; Nogueira
etal., 2019).

As adaptagdes comportamentais, morfologicas e ecologicas permitem que serpentes se
alimentem de diferentes grupos e tamanhos de presas (Alencar et al., 2013). Desta forma, o tipo

de micro-habitat, o comportamento de forrageio, o tamanho e a forma do corpo podem estar
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estreitamente associados a dieta em serpentes (Martins et al., 2001; Kohlsdorf et al., 2008;
Alencar et al., 2013). Através do conhecimento das interagdes entre predadores e presas €
possivel entender nichos ecologicos e teias alimentares (Van den Burg, 2020) e
consequentemente planejar métodos para conservagao das espécies (Amir et al., 2022).

A reprodugdo ¢ um dos aspetos mais importantes da historia de vida dos animais (Begon
et al., 1990). Diferentes estratégias reprodutivas podem variar de acordo com o habitat,
morfologia e ecologia da espécie, por exemplo, o dimorfismo sexual pode ser observado em
diferentes linhagens de serpentes (Nascimento et al., 2013). Tamanho de ninhada, época de
recrutamento, maturidade sexual ¢ modo reprodutivo s3o aspectos relacionados ao esforgo
reprodutivo e integram a histéria de vida de uma espécie (Pough et al., 1998).

A Caatinga, no nordeste do Brasil com cerca de 850.00 km? e aproximadamente 10%
do territorio brasileiro ¢ representada por florestas espinhosas semiaridas, florestas tropicais
secas deciduais, areas rochosas abertas e enclaves de floresta tropical imida (Santos et al.,
2011).

Nesta ecorregido, com distribui¢do geografica ampla (Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe) e com registros em areas marginais no
Cerrado e Mata Atlantica (Campbell & Lamar, 2004; Nogueira et al., 2019) ocorre a espécie
Bothrops erythromelas (jararaca ou jararaca-da-Caatinga), uma das menores serpentes do
género (CRC ~ 54 cm) (Jorge et al., 2015). Por se tratar de uma serpente de interesse médico e
farmacoldgico, alguns estudos que envolvem e citam a espécie ja foram desenvolvidos, como
por exemplo, distribuicdo geografica, periodo reprodutivo, dieta, dimorfismo sexual e
parasitismo (Ribeiro et al., 2012; Barros et al., 2014; Reis et al., 2015; Galdino & Torquato,
2019; Oliveira et al., 2018; Silva-Soares ef al., 2022; Matias et al., 2025). No entanto, aqui,
estudamos o maior numero de exemplares e incluimos diferentes populagdes ao longo da
Caatinga.

MATERIAL E METODOS
Material biologico analisado

Nos analisamos 247 espécimes de Bothrops erythromelas provenientes das Colecdes
Zoologicas: Colecdo Herpetoldgica do Laboratorio de Anfibios e Répteis (CHLAR, N = 27);
Cole¢ao Herpetologica do Semiarido (CHSAR, N = 27); Colecao Herpetoldgica da
Universidade Estadual de Santa Cruz (CHUESC, N = 1); Colecdo Herpetologica da
Universidade Federal do Ceard (CHUFC, N = 49); Cole¢ao Herpetoldgica da Universidade
Federal da Paraiba (CHUFPB, N = 44); Cole¢do Herpetologica da Universidade Federal de
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Pernambuco (CHUFPE, N = 18); Cole¢do Herpetoldgica da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (CHRN, N = 30); Cole¢ao Herpetoldgica da Universidade Regional do Cariri
(CHURCA, N =22); Colecao Herpetoldgica da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco
(CHVSF, N = 29). Os exemplares sao provenientes de seis estados do nordeste brasileiro:
Bahia, N= 12, Ceara, N = 73, Paraiba, N = 22, Pernambuco, N = 47, Piaui, N = 2, Rio Grande
do Norte, N = 81, e locais ndo identificados, N = 10.
Dieta

Para dieta, nos dissecamos o estobmago, intestino delgado e grosso de cada espécime
para verificar o contetido alimentar, identificando as presas ao menor nivel taxondomico
possivel. Em seguida, nés mensuramos o comprimento ¢ a largura de cada item, com auxilio de
paquimetro digital (precisdo 0,0lmm), e calculamos o volume de cada item (em mm?®) pela
formula da elipsoide:

V =4/3%1(C/2) * (L/2)?

Onde V = volume, C = comprimento e L = largura.

Em seguida, calculamos o indice de importancia relativa (IIR) de cada categoria de presa

na dieta de Bothrops erythromelas seguindo a formula de Powell et al., (1990):

IIR = (F% + N% + V%)/3,

Onde F% corresponde a porcentagem de frequéncia, N% a porcentagem do niimero ¢ V% a

porcentagem do volume dos itens alimentares.

Para avaliar a correlag@o entre volume das presas e as variaveis morfométricas de corpo
e cabeca em fémeas e machos adultos nés usamos uma correlagdo de Spearman. Em seguida,
para testar se houve diferencas no volume de presas ingeridas entre machos e fémeas nos
usamos um teste de Mann-Whitney. A andlise de correspondéncia (CA) foi utilizada para
avaliar a relacdo entre o IIR das categorias de presa com fémeas, machos e juvenis. Por fim, o
teste de qui-quadrado (X?) foi utilizado para avaliar a diferenga do IRR entre fémeas, machos e

juvenis.

Dimorfismo sexual

Para cada espécime analisado foram mensuradas, com auxilio de régua e paquimetro

digital (precisao de 0,01 mm), as seguintes medidas morfométricas: comprimento rostro-cloacal



119

(CRC), comprimento da cabeca (CCAB), largura da cabeca (LCAB), altura da cabeca (ACAB)
distancia interocular (DIO), distancia entre o olho e fosseta loreal (DOFL), distancia internasal
(DIN), altura do meio do corpo (AMC), largura do meio do corpo (LMC), comprimento da
cauda (CCAU) e Comprimento do sulco mental (CSM), comprimento da cauda (CCau), largura
da base da cauda (LCau). Para andlises de folidose, foi realizada a contagem das escamas supra
e infra labiais contadas nos dois lados (esquerdo e direito) da cabeca, escamas dorsais em trés
pontos do corpo da serpente (proximo a cabega, a placa cloacal € no meio do corpo), escamas
ventrais (a partir da primeira escama mais larga, apds as escamas gulares se estendendo até a
placa cloacal), contagens das escamas ventrais (EVen) e subcaudais (ESubCau), desde da placa
cloacal até a extremidade caudal. A placa cloacal foi observada para verificar sua forma, Gnica

ou dividida.

Para o dimorfismo sexual n6s usamos apenas espécimes sexualmente maduros. Para
isso, consideramos machos reprodutivamente ativos se eles apresentassem testiculos targidos,
epididimos opacos e enovelados. As fémeas, por sua vez, foram consideradas ativas
reprodutivamente quando apresentavam ovidutos pregueado e foliculos ovarianos em

vitelogénese primaria ou secundaria (Shine ef al., 1988; Braz et al., 2019).

Biologia reprodutiva (225 para distribui¢do ao longo dos meses; 69 fémeas para fecundidade,

43 machos para testiculos)

Nos quantificamos a frequéncia mensal de adultos e juvenis coletados para estimar o
periodo de reproducdo (meses com maior frequéncia de adultos) e recrutamento (meses de
maior frequéncia de jovens). Em seguida, analisamos os tracos da biologia reprodutiva de
Bothrops erythromelas separadamente por sexo. Medimos a largura e o comprimento (em mm)
dos testiculos direito e esquerdo com paquimetro digital e quantificados o volume através da

formula:
V=4/3r (1/2L)(1/2W)2
Onde, V corresponde ao volume, L comprimento ¢ W a largura. Seguimos como

metodologia Gribbins ef al., 2008.

Determinamos a fecundidade das fémeas pelo numero de foliculos presentes e, em
seguida, usamos uma regressao linear para determinar a relacdo entre tamanho do corpo e

fecundidade. No nosso modelo a fecundidade foi determinada como varidvel resposta, enquanto
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o tamanho do corpo das fémeas (CRC) foi determinada como variavel explicativa. Além disso,
foram quantificados os estagios de maturagao dos foliculos por fémeas em cada més amostrado
ao longo do estudo. Para os machos, foi utilizado um teste t de Student pareado para investigar
a diferenca de volume entre os testiculos direito e esquerdo. Em seguida, um modelo de
regressao linear também foi utilizado para avaliar, separadamente para os testiculos direito e
esquerdo, a relacdo entre o volume dos testiculos e o tamanho do corpo dos machos (CRC).
Neste caso, 0 modelo teve a variavel volume dos testiculos como variavel resposta € o tamanho
do corpo dos machos como varidvel explicativa. Por fim, utilizamos a ANCOVA para avaliar
se existem diferencas na relagdo entre os testiculos direito e esquerdo e o tamanho do corpo dos

machos.
Todas as analises estatisticas foram conduzidas usando o R versao 4.3.1 (R Core Team, 2023).

RESULTADOS

Dos 247 espécimes estudados, analisamos a dieta de 107 espécimes (63 fémeas ¢ 44
machos), usamos 200 exemplares (116 fémeas e 84 machos) na analise de dimorfismo sexual,
225 (124 fémeas e 101 machos) na avaliacao de recrutamento e 112 (69 fémeas e 43 machos)
nas analises de reproducado. Individuos jovens, com medidas comprometidas € ou més de coleta
ndo identificado foram retirados das analises, para ndo comprometer os resultados. Juntamente
com limitagdes no uso de espécimes de algumas colegdes, essas remocdes sdo a causa das

diferencas nos nimeros amostrais entre as analises.
Dieta

Dos 107 exemplares examinados, 53 exemplares possuiam contetido alimentar em seus
estomagos. Identificamos 59 itens pertencentes a sete categorias de presas. Entre os itens
consumidos, a ordem Scolopendromorpha, espécie Scolopendra viridicornis, foi mais
abundante (33.9%), seguida por Anura e Arthropoda nao identificados a menor grau
taxondmico com 18.6% cada. Além disso, a ordem Scolopendromorpha foi também mais
representativa em volume (38.7%) e frequéncia (32.1%). Dessa forma, também foi a presa com

o maior indice de importancia relativa (34.9%) (Tabela 1).
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Tabela 1. Categoria de presas consumidas por Bothrops erythromelas. F (frequéncia), N (nimero de cada item

consumido encontrado), V (volume) e IIR (importancia relativa)

Categoria F F(%) N N(%) \% V% IIR
Anura 11 20.75 11 18.64 34961.15 15.05 18.15
Leptodactylus troglodytes 2 - 2 - - - -
Unidentified 9 - 9 - - - -
Orthoptera 1 1.89 1 1.69 695.56 0.30 1.29
Unidentified 1 - 1 - - - -
Lizard eggs 1 1.89 2 3.39 525.89 0.23 1.83
Unidentified 1 - 2 - - - -
Rodentia 3 5.66 4 6.78 42656.87 1836 10.27
Unidentified 3 - 4 - - - -
Sauria/Lizards 9 16.98 10 16.95 53864.09 23.18 19.04
Ameivula ocellifera 2 - 2 - - - -
Brasiliscincus heathi 1 - 1 - - - -
Phyllopezus pollicaris 5 - 5 - - - -
Tropidurus hispidus 1 - 2 - - - -
Arthropoda 11 20.75 11 18.64 9680.63 4.17 14.52
Unidentified 11 - 11 - - - -
Scolopendromorpha 17 32.08 20  33.90 89954.07 38.72 34.90
Scolopendra viridicornis 17 - 20 - - - -
Geral 53 100 59 100 232338.25 100 100

Nao houve diferenca do volume de presas entre os sexos (U = 0.795, P = 0.426). Entre
machos também ndo foi observada correlagdo entre o volume das presas e medidas
morfométricas do corpo ou cabeca (Figura 1A-D). Contudo, para as fémeas o volume de presa

¢ significativamente correlacionado com CCAB (Figura 1B) e ACAB (Figura 1C).
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Figura 1. Volume de itens consumidos por machos (azul claro) e fémeas (laranja). Relacdo com CRC (A),
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Com base nos dados de IR, a CA indica Scolopendromorpha como item alimentar mais

importante em machos (Figura 2), enquanto Arthropoda e Anura parecem ser mais associados

a dieta de juvenis (Figura 2). As fémeas apresentaram um maior niumero de itens alimentares

dentre os grupos analisados (Figura 2), o que pode indicar uma dieta mais generalista do que as

de machos e juvenis. Por fim, os resultados de Qui-Quadrado indicam que o IIR ¢ distinto entre

fémeas, machos e juvenis (X = 99.68, P < 0,001).
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Figura 2. Indice de Importancia Relativa (IIR) dos itens consumidos por machos, fémeas e jovens.
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Dimorfismo sexual

O CRC médio de machos foi 382.36 + 85.65 mm (170—660 mm; N=84) e o das fémeas
427.19 £ 124.04 mm (162—670 mm; N=116). As fémeas foram em geral maiores que os machos
(Tabela 2, Figura 3), sobretudo nas medidas da cabe¢a e no comprimento rosto-cloacal. No

entanto, os machos tém caudas maiores.



Sub-caudal scales
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Figura 3. Dimorfismo sexual no comprimento, altura, largura da cabeca, comprimento rostro-cloacal e tamanho

da cauda para os individuos de Bothrops erythromelas.
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O dimorfismo sexual também foi observado na contagem de escamas (Figura 4), onde as fémeas

tém mais escamas ventrais, enquanto os machos tém maior nimero de escamas subcaudais

(Tabela 2).

Figura 4. Dimorfismo sexual na contagem das escamas subcaudais e ventrais para os individuos de Bothrops

erythromelas.
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Tabela 2. Dimorfismo sexual nas contagens das escamas subcaudais e ventrais ¢ na morfometria de

comprimento, altura, largura da cabega, comprimento rostro-cloacal e tamanho da cauda para os individuos de

Bothrops erythromelas.
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Fémeas Machos
U P Comparacao
Contagem min méd dp max min méd dp max
ESubCau 31 36 3 51 36 43 3 59 -11.376  <0.05 F<M
EVen 139 151 4 162 139 148 6 173 7.105  <0.05 F>M
Morfometria
CCau 23.36 56.17 15.32 86.17 28.39 63.29 1427 101.17  -3.239  <0.05 F<M
CRC 162.00  427.19 125.04  670.00 170.00 38236 85.65 660.00  3.438  <0.05 F>M
CCab 12.32 21.70 4.33 29.33 11.99 19.65 3.08 30.78 4.556  <0.05 >M
ACab 4.75 9.40 2.07 15.16 4.89 8.58 1.53 13.28 3.837  <0.05 F>M
LCab 6.55 13.63 3.19 22.62 7.05 12.10 2.23 17.86 4.094  <0.05 F>M

Biologia reprodutiva

Juvenis e adultos de Bothrops erythromelas foram encontrados ao longo de todos os

meses do ano. No entanto, o0 maior nimero de registros ocorreu no més de maio, independente

da faixa etéria (Figura 5).

Figura 5. Registros de coleta de Bothrops erythromelas ao longo dos meses do ano.
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A fecundidade das fémeas foi relacionada positivamente com o tamanho (Figura 6A), e no més

de maio foram registradas as maiores quantidades de fémeas com foliculos primarios (Figura

6C). Nos machos, o volume dos testiculos ndo diferiu o direito e o esquerdo (t = -0,338, P =
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0.736), sendo ambos positivamente relacionados com o tamanho do corpo dos machos (Figura

6B). Além disso, a relacdo entre o testiculo e tamanho do corpo ndo diferiu estatisticamente

entre os testiculos direito e esquerdo (ANCOVA, df = 1; F = 0.230; P = 0.633). Por fim, o

volume de ambos os testiculos apresentou picos nos meses de margo e setembro (Figura 6D).

Figura 6. Fecundidade em relagdo ao CRC (A) para fémeas e més do ano com maiores indices de foliculos

primarios, secundarios e ovos (C), relagdo entre testiculos e tamanho do corpo (B) e tamanhos dos testiculos nos

meses do ano (D).
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DISCUSSAO
Dieta

Nossos dados revelaram sete categorias alimentares consumidas por Bothrops
erythromelas, este padrao com variedades de presas consumidas parece estar associado com a
filogenia, visto que, esses resultados ja foram observados em diferentes espécies do género
Bothrops (Martins et al., 2002; Nogueira et al., 2003; Valdujo et al., 2002; Monteiro et al.,
2006; Palmuti et al., 2009).

A espécie Scolopendra viridicornis (Ordem Scolopendromorpha), conhecida como
centopeia, foi o item alimentar mais encontrado em Bothrops erythromelas (33.90%), com
maior abundancia, volume e o principal indice de importancia relativa. A ordem bioldgica ja
foi observada anteriormente, inclusive a nivel de espécie, assim como em nosso estudo (Silva-
Soares et al., 2022). Martins e colaboradores 2002, sugeriram exclusividade dos jovens de
Bothrops no consumo dos Centipedes, no entanto, nossos resultados mostram que nao existe
varia¢ao ontogenética em relagdo a esta presa, como sugerido em Silva-Soares ef al., 2022, que
relataram Scolopendra viridicornis em um espécime sub-adulto de Bothrops erythromelas, nds

encontramos a mesma presa em 16 individuos adultos e em apenas um jovem.

O filo Arthropoda e a ordem Anura, foram os segundos itens mais consumidos
(18.64%). A ndo identifica¢do a menor nivel taxondmico se deu devido ao grau de degeneragao
encontrado. Dos 11 exemplares de anura encontrados, dois individuos foram reconhecidos a
nivel de espécie, Leptodactylus troglodytes. Anuros sdo presas de diferentes espécies de
serpentes, e fazem parte da cadeia alimentar do género Bothrops (Martins et al., 2002; Nogueira
et al., 2003). A espécie Leptodactylus troglodytes ja foi registrada como presa para Bothrops

leucurus (Dubeux et al., 2020), este € o primeiro relato do anfibio em Bothrops erythromelas.

Sauria (lagartos) foram encontrados em nove serpentes (16.95%), representados por
quatro espécies (Ameivula ocellifera, Brasiliscincus heathi, Phyllopezus pollicaris, Tropidurus
hispidus). Lagartos fazem parte da cadeia alimentar de serpentes, sobretudo, em espécies de

dieta generalistas, como, em Bothrops (Martins et al., 2002; Nogueira et al., 2003).

Ameivula ocellifera, ¢ um pequeno lagarto terrestre e com habitos diurnos (Vitt &
Caldwell, 2009), esta espécie ja foi registrada em diferentes serpentes, como, Bothrops
erythromelas (Oliveira et al., 2018), Dryophylax phoenix (Almeida et al., 2023), Oxybelis
aeneus (Mesquita et al., 2012; Vivian et al., 2021), Oxyrhopus trigeminus (Coelho et al., 2019),


https://reptile-database.reptarium.cz/species?genus=Brasiliscincus&species=heathi
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Philodryas nattereri (Delfino et al., 2023), Rodriguesophis iglesiasi (Sousa-Silva et al., 2023).
Brasiliscincus heathi ¢ uma espécie de pequeno porte com habitos diurnos (Souza et al., 2013).
A identificagdo da presa ocorreu a partir da presenga dos cincos dedos nas maos, quatro dedos
na espécie simpatrica Vanzosaura multiscutata (Silva-Santos et al., 2022). O lagarto B. heathi
jé foi relatado como presa para Oxybelis aeneus (Mesquita et al., 2012; 2013, Oliveira et al.,
2020), Oxyrhopus trigeminus (Coelho et al., 2019). Este € o primeiro registro de B. heathi para
a serpente Bothrops erythromelas. Phyllopezus pollicaris ¢ um lagarto de grande porte, porém
com habitos de vida noturno (Recoder ef al., 2012), a espécie ja foi relatada na dieta do
mamifero Callithrix jacchus (Amora et al., 2014) e nas serpentes, Leptophis ahaetulla (Leite et
al., 2022), Oxybelis aeneus (Oliveira et al., 2023). Tropidurus hispidus (350 mm) ¢ a maior
espécie do género, assim, como seus congéneres, exibe habitos diurnos (Freitas & Silva, 2005).
Tropidurus hispidus ja foi relatado na dieta de diferentes espécies de serpentes, como Bothrops
erythromelas (Galdino & Torquato, 2019) Erythrolamprus poecilogyrus (Oliveira et al., 2021),
Oxybelis aeneus (Santana & Aphoena Martins, 2020; Sousa et al., 2020), Oxybelis fulgidus
(Campos et al., 2023), Oxyrhopus trigeminus (Alencar et al., 2012; Mikalauskas et al., 2017;
Coelho et al., 2019), Philodryas nattereri (Menezes et al., 2013; Ferreira-Porto et al., 2022),
P. olfersii (Silva et al., 2019), Siphlophis leucocephalus (Maia-carneiro et al., 2016).

A ordem rodentia ¢ composta por pequenos mamiferos ndo-voadores (Grazzini et al.,
2015). Encontramos 6.78% de rodentia na dieta de Bothrops erythromelas, espécies da ordem
jé& foram relatados em diferentes espécies do género Bothrops (Martins et al., 2002), como por
exemplo, Bothrops erythromelas (Martins et al., 2002), Bothrops mattogrossensis (Benicio et
al., 2018), Bothrops moojeni (Nogueira et al., 2003). Nao identificamos os exemplares de
rodentia a menor nivel taxonémico devido ao grau de degeneragcdo que as amostras foram

encontradas.

Ovos de lagartos presente em 3.39% das serpentes com conteudo estomacal, este item
alimentar j& foi relatado em diferentes espécies de serpentes, inclusive no género Bothrops
(Valdujo et al., 2002). Relatamos pela primeira vez ovos de lagartos em Bothrops erythromelas.
Em nosso estudo, encontramos orthoptera em apenas uma serpente, representando 1.69%. A
ordem ja foi relatada em diferentes serpentes (Mizsei et al., 2019), no entanto, acreditamos que
o orthoptera encontrado em Bothrops erythromelas pode ser resultado de outra presa que a
serpente tinha ingerido (Phyllopezus pollicaris), trata de uma espécie de lagarto que come

orthoptera (Recoder et al., 2012).


https://reptile-database.reptarium.cz/species?genus=Brasiliscincus&species=heathi
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Caracteres morfométricos sdo correlacionados com o volume da dieta das serpentes
(Shine et al., 1998). Em nossos dados, ndo observamos correlacdo entre as medidas do corpo
ou da cabeca de machos em relacdo ao volume de presas, mas, indicam correlacao positiva do
volume de presa com o comprimento e altura da cabe¢a das fémeas, como observado para
Palusophis bifossatus (Leite et al., 2007). Quando analisados separadamente, machos, fémeas
e juvenis, observamos que a ordem Scolopendromorpha esta mais associada a dieta dos machos,
assim como observado no relato de Silva-Soares et al., 2022. Juvenis parecem ter preferéncia
por arthropoda e anura, em algumas espécies de ciclo reprodutivo sazonal, € observado a relacdo
entre o surgimento de jovens e disponibilidade de presas (Valdujo et al., 2002). Fémeas de
Bothrops erythromelas tém uma dieta mais generalista, isso pode ser em razdo das fémeas
precisarem de maior disponibilidade de alimentos, sobretudo nos periodos reprodutivos.
Mudangas ontogenéticas sdo esperadas para as espécies do género Bothrops (Martins et al.,
2002), observamos que ha diferenca nos nichos de dieta dos machos, fémeas e juvenis de
Bothrops erythromelas, no entanto, ndo analisamos estatisticamente a ontogenia da espécie,
pois teria uma discrepancia no numero de individuos amostrados no estudo. Além disso,

observamos também que a espécie apresenta alta plasticidade de forrageamento.

Dimorfismo sexual

Os espécimes de Bothrops erythromelas diferem em tamanho e contagem de escamas
entre 0s sexos, assim como em outras espécies do género Bothrops (Monteiro et al., 2006). As
fémeas possuem CRC maior que os machos, € machos possuem maior cauda, esses nossos
resultados ja foram relatados em outras serpentes do género (Nogueira et al., 2003; Monteiro
et al., 2006). O tamanho corporal das fémeas pode estar associado as caracteristicas
reprodutivas especificas, como a dependéncia da fecundidade em relagdo ao tamanho corporal,
ou seja, mais espago para abrigar o aparato reprodutivo além dos embrides dentro da cavidade
corporal (Shine, 1994). Nossos resultados também mostraram uma relagdo positiva entre
fecundidade e tamanho de fémeas, reforcando essa hipotese. Além disso, a cauda maior em
machos pode ter relacdo com restricdes morfoldgicas ligadas ao hemipénis e seus musculos
retratores (Shine, 1994). Em nosso estudo também observamos que as fémeas possuem altura,
largura e comprimento da cabeca maiores que os machos. A variagdao intersexualmente em
relagdo a cabeca ¢ comum em serpentes (Vincent ef al., 2004; Coelho et al., 2019; Borczyk et
al., 2024), porém, esses autores descreveram que os tamanhos das cabecas eram maiores nos

machos. A hipdtese mais aceita para o dimorfismo da cabega ¢ a competi¢cdo por recursos
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alimentares (Shine, 1991), encontramos as fémeas do nosso estudo com maior volume de presas
em seus trato-digestivo e com maior plasticidade na dieta, o que sugere que realmente
dimensodes da cabeca estejam correlacionados com a dieta.
Biologia reprodutiva

Nossos resultados mostraram a ocorréncia de individuos adultos e jovens ao longo do
ano, entretanto, houve um aumento significativo nos meses de fevereiro, marcgo e abril, com
pico em maio, sugerindo que as populagdes do presente estudo podem estar se reproduzindo
continuamente ao longo do ano, esse fato pode ser explicado pela imprevisibilidade
pluviométrica da Caatinga, ao concentrar as ninhadas em um unico periodo, em algum
momento pode ndo fornecer as condi¢cdes adequadas (Reis, 1976, Chiang & Koutavas, 2004;
Garda et al., 2012). O aumento do niimero de jovens no periodo chuvoso, evidencia uma
possivel sincronia reprodutiva, o que pode ser resposta a estabilidade ¢ melhores condi¢des
ambientais, padrdo conhecidos para répteis (Ferreira-Silva et al., 2019; Fitch, 1982). Essa
tendéncia sugere a dependéncia por recursos, ja que nos meses citados, o regime de chuvas na
Caatinga ¢ maior, dessa forma, favorece a disponibilidade de presas (Guedes et al., 2014).
Somando-se a isso, pode-se dizer que a espécie possui atividade sazonal marcada, por
conseguinte, também pode sugerir um requerimento térmico restritivo tanto para adultos quanto
para filhotes (Barros et al., 2014).

O género Bothrops possui um ciclo reprodutivo bienal e sazonal, além de uma fase ativa
de crescimento folicular, assim como observado em nosso estudo. O acasalamento e a gestagao
ocorrem em um ano, com uma fase de partos seguida por quiescéncia folicular no ano seguinte
(Almeida-Santos & Orsi, 2002; Barros ef al., 2014). Estudos anteriores, revelaram que ha um
numero maior de nascimentos de B. erythromelas na época chuvosa e que essa seja uma
caracteristica compartilhada dentro do género Bothrops (Almeida-Santos & Salomao, 2002). A
similaridade no periodo reprodutivo no género, pode ser atribuida a influéncia filogenética na
determinagdo de eventos reprodutivos das fémeas (Barros et al., 2014).

CONCLUSAO

Assim, os nossos resultados expandem o conhecimento a respeito da biologia da espécie
Bothrops erythromelas, sobretudo, no que se refere a dieta, dimorfismo sexual e reproducao.
Além disso, esse estudo inclui o maior numero de exemplares, o que o torna mais relevante,
essas informacdes sdo cruciais para compreender os aspectos biologicos e ecoldgicos, e
consequentemente, tracar estratégias que visem a conservagao da espécie, que se trata de uma

serpente com importancia médico-farmacoldgica e ¢ endémica da Caatinga.
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Abstract

The knowledge of parasitic fauna in wild animals is essential for understanding the ecological
conditions that determine the occurrence and prevalence of parasites in their hosts. With the
exception of records of one Pentastomida (Cephalobaena tetrapoda) and two Nematoda
(Physaloptera sp. And Aspiculuris sp.), detailed information about the helminth fauna
associated with the jararaca Bothrops erythromelas is lacking. This species has a wide
distribution in the Caatinga, with records in marginal areas of the Cerrado and Atlantic Forest.
Here, we describe the patterns of richness, abundance, and prevalence of helminths in B.
erythromelas, a venomous snake from northeastern Brazil. The parasitized snakes were
collected from six Brazilian states in the Northeast region: Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, and Rio Grande do Norte. We examined the gastrointestinal tract of 127 specimens and
found 76 individuals infected with at least one endoparasite, represented by 17 faxa of
helminths: two Acanthocephala, three Cestoda, and 12 Nematoda. With our results, knowledge
about hidden biodiversity is expanded, particularly as this is a pioneering study regarding the
helminth fauna of B. erythromelas. We also describe the occurrence of the species Physaloptera

lutzi and Parapharyngodon hispidus for the first time in snakes.
Keywords. Acanthocephala — Caatinga — Cestoda — Inventory — Nematoda — Parasites.

Resumen

El conocimiento de la fauna parasitaria en animales silvestres es esencial para comprender las
condiciones ecologicas que determinan la ocurrencia y prevalencia de parasitos en sus
hospedadores. Con la excepcion de registros de un Pentastomida (Cephalobaena tetrapoda) y
dos Nematoda (Physaloptera sp. y Aspiculuris sp.), falta informacion detallada sobre la fauna
de helmintos asociada con la jararaca Bothrops erythromelas. Esta especie tiene una amplia
distribucion en la Caatinga, con registros en areas marginales del Cerrado y la Mata Atlantica.
Aqui, describimos los patrones de riqueza, abundancia y prevalencia de helmintos en B.
erythromelas, una serpiente venenosa del noreste de Brasil. Las serpientes parasitadas fueron
recolectadas en seis estados brasilefios de la region Nordeste: Bahia, Ceard, Paraiba,
Pernambuco, Piaui y Rio Grande do Norte. Examinamos el tracto gastrointestinal de 127
especimenes y encontramos 76 individuos infectados con al menos un endoparésito,
representado por 17 taxones de helmintos: dos Acanthocephala, tres Cestoda y 12 Nematoda.
Con nuestros resultados, se amplia el conocimiento sobre la biodiversidad oculta, especialmente

porque este es un estudio pionero sobre la fauna de helmintos de B. erythromelas. También
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describimos por primera vez la ocurrencia de las especies Physaloptera lutzi y

Parapharyngodon hispidus en serpientes.
Palabras clave: Acanthocephala — Caatinga — Cestoda — Inventario — Nematoda — Parasitos.

INTRODUCTION

Parasitological studies in reptiles have expanded in recent years, particularly those
involving snakes (Avila etal., 2013; Kuzmin et al., 2016; Mati et al., 2015; Matias et al., 2018;
Quirino et al., 2018; Oliveira et al., 2020, 2023; Castro-Araujo et al., 2020; Halan & Kottferova,
2021; Conga et al., 2024), which can serve as definitive or intermediate hosts for various groups
of parasites (Castro-Aratjo et al., 2020; Oliveira et al., 2021; Ferreira-Silva et al., 2022).
Understanding the parasitic fauna of wild animals is crucial for comprehending ecological
interactions of parasites and their hosts, including natural history, life cycles, and evolutionary
aspects of this relationship (Silva, 2008; Matias et al., 2018). Detrimental effects of parasites
on host fitness include, among others, the alteration of coloration patterns and, consequently,
negative impacts on reproductive success (Schall & Dearing, 1987; Dunlap & Schall, 1995;
Levri, 1999).

Given the importance and biological diversity of the genus Bothrops, which comprises
approximately 63 species worldwide (Uetz et al., 2023), only 14 species of the genus have been
studied in the Neotropical Region to understand their helminth fauna: B. alternatus, B. asper,
B. atrox, B. barnetti, B. cotiara, B. erythromelas, B. insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B.
lanceolatus, B. mattogrossensis, B. moojeni, B. neuwiedi, B. pradoi (Conga et al., 2024),

however, these studies are essential for understanding interspecific relationships.

In this study, we present for the first time, a comprehensive analysis of the helminth
fauna associated with Bothrops erythromelas (Amaral, 1923), the Caatinga lancehead (jararaca-
da-seca in Portuguese). Bothrops erythromelas is widely distributed in the Caatinga, throughout
the Brazilian states of Alagoas, Bahia, Ceard, Maranhdo, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Rio Grande do Norte, and Sergipe; with records in marginal areas along the Cerrado and
Atlantic Forest ecotones (Campbell & Lamar, 2004; Nogueira et al., 2019; Costa et al., 2023).
Bothrops erythromelas 1s the most important species from an epidemiological perspective, as it
causes most of the life-threatening snake bites in the Brazilian semi-arid region (Lira da Silva
et al., 2009). Additionally, the species has a key ecological role, contributing to the population

size equilibrium of several small vertebrates in the ecosystem (e.g., rodents, amphibians,
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lizards; Martins et al., 2002). Currently, only three records of endoparasites were registered for
B. erythromelas, one Pentastomida (Cephalobaena tetrapoda Heymons, 1922; Oliveira et al.,
2015) and two Nematoda (Physaloptera sp., Oliveira et al., 2018; Aspiculuris sp., Batista et al.,
2021). Therefore, a proper appreciation of the species interaction with parasites is crucial for
understanding the occurrence and abundance patterns of endoparasites associated with this
venomous snake, as well as the resulting medical and ecological implications (Jorge et al.,

2015).

MATERIALS AND METHODS

These parasitized snakes were sourced from four northeastern brazilian states: Bahia (N
=17), Ceara (N = 33), Paraiba (N = 3), Pernambuco (N = 11), Piaui (N = 1), and Rio Grande do
Norte (N = 21). Specimens utilized in this investigation were retrieved from Biological
Collections: specifically, the Herpetological Collection of the Regional University of Cariri -
URCA (N = 20), the Herpetological Collection of the Semiarid - UFERSA (N = 8), the
Herpetological Collection of the Federal University of Ceara - NUROF/UFC (N = 23), and the
Herpetological Collection of the Federal University of Paraiba - UFPB (N = 25).

We carefully examined the presence of parasites in the gastrointestinal tract (esophagus,
stomach, small and large intestines), liver, kidneys, lungs, gallbladder, and celomic cavity of
the snakes under a stereomicroscope. Helminths were identified to the lowest possible
taxonomic level. To achieve this, we stained Cestodes and Acanthocephala with alcoholic
chloride carmine solution, and cleared with eugenol, while species of and Nematoda were
cleared in lactic acid (Amato and Amato, 2010). To visualize the internal and external
morphological characters of the helminths, we utilized an optical microscope. Following
identification, all helminths were deposited in the Parasitological Collection of the Federal

University of Ceara (UFC-P).

We calculated the parasitological parameters of abundance, richness, and prevalence
following the method outlined by Bush ef al. (1997), using the software Quantitative
Parasitology 3.0 (Rdzsa et al., 2000). Richness was determined as the total number of parasite
species, while abundance represented the total count of parasite individuals found in each of
the 76 specimens of B. erythromelas. To assess whether parasite richness is influenced by the
linear measure of host size (snout-vent length: SVL), sex, and whether abundance is influenced
by SVL, sex, and host maturity, we employed a Generalized Linear Model (GLM). In this

analysis, predictor variables were included with interaction terms. Given that richness and
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abundance data are count data, we incorporated a Poisson error structure into the model. For
data organization, we utilized the ‘clean names()’ function from the "Janitor" package to
standardize variable names, and for graphical representation, we employed the "ggplot2"

package. These statistical analyses were conducted using R version 4.3.1 (R Core Team, 2023).

RESULTS

Out of the 127 snakes analyzed, 76 specimens were found to harbor parasites,
comprising 17 helminth taxa: two Acanthocephala (cystacanths of Centrorhynchus sp. and
Oligacanthorhynchidae gen. sp.) with a prevalence of 46.90%, three Cestoda (specimens of
QOochoristica sp. and larvae of Plerocercoid and Cysticercoid) with a prevalence of 2.76%, and
12 Nematoda (Brevimulticaecum sp., Cosmocercidae gen. sp., Hexametra boddaertii,
Oswaldocruzia sp., Parapharyngodon hispidus, Physaloptera lutzi, Physaloptera nordestina,
Physaloptera sp., Physalopteroides venancioi, Physocephalus sp., Strongyloides ophidiae, and
unidentified nematode larvae) with a prevalence of 50.34%. The overall parasite prevalence in
B. erythromelas was 59.84%, with a mean infection intensity of 13.88 + 7.0 (range: 1-350)
(Table 1, Fig. 1).

Figure 1. Helminth species parasitizing Bothrops erythromelas - Acanthocephala: a -
Centrorhynchus sp., b - Oligacanthorhynchidae gen. sp., Cestoda: ¢ - Qochoristica sp. (mature
proglottids), d - Plerocercoid Larvae, e - Cisticercoid Larvae, Nematoda: f- Brevimulticaecum
sp. (anterior end of the larvae), g - Cosmocercidae gen. sp. (female adult), h and I - Hexametra
boddaertii (anterior end and tail of the male, respectively), j and k - Oswaldocruzia sp. (anterior
end and posterior end of the female, respectively), 1 and m - Parapharyngodon hispidus
(anterior end and tail of the male, respectively), n and o - Physaloptera lutzi (anterior end and
tail of the male, respectively) and p - Physaloptera nordestina (male's tail), q - Physaloptera
sp., r - Physalopteroides venancioi (anterior end of the female), s and t - Physocephalus sp.
(anterior end and posterior end of the larvae, respectively), u and v - Strongyloides ophidiae
(panoramic view and eggs of the female, respectively), w and x - Nematoda not identified

(anterior end and posterior end of the larvae, respectively).
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Table 1. Parasitological indices of endoparasites in Bothrops erythromelas (equivalent to hosts
infected with at least one species of parasite). Development stage (DS), Larvae (L), Adut (A),
Prevalence values (P%), number of endoparasites (NE), mean intensity of infection and
standard deviation (MII + SD), mean abundance (MA), site of infection (SI) Sto= stomach; Igi=
large intestine; Smi= small intestine, Per= Peritoneum. Northeastern Brazilian state where the
host was collected: Bahia (BA), Ceara (CE), Paraiba (PB), Pernambuco (PE), Piaui (PI), and

Rio Grande do Norte (RN). * New record for B. erythromelas and ** new record for snakes.

Endoparasites DS P% NE MIIZSD MA SI States
Acanthocephala
Centrorhynchus sp.* L 13.2 56 56x2.5 25 Per, Sto CE, PE, RN

Oligacanthorhynchidae gen. sp.* L 75.0 350 6.1+£4.0 46 Per, Sto, Igi, Smi  BA, CE, PB, PE, PI, RN

Cestoda

Oochoristica sp.* A 2.6 3 1.5+1.5 1 Igi, Smi BA, CE
Plerocercoid larvae* L 13 2 2.0+2.0 - Per RN

Cisticercoid larvae* L 1.3 13 13.0+£13.0 - Sto CE

Nematoda

Brevimulticaecum sp.* L 1.3 1 1.0£1.0 - Per CE
Cosmocercidae gen. sp.* A 26 9 45+45 7 Smi, Per CE, RN
Hexametra boddaertii* A 92 22 3.1+£1.0 9 Per, Sto, Igi CE, RN
Oswaldocruzia sp.* A 1.3 1 1.0+1.0 - Sto CE
Parapharyngodon hispidus** A 1.3 8 8.0+8.0 - Sto CE
Physaloptera lutzi** A 13.2 41 41+35 13 Per, Igi, Sto, Smi ~ CE, RN
Physaloptera nordestina™ A 26 3 1.5+£1.5 1 Per, Sto PE, RN
Physaloptera sp. L 224 239 141+90 65 Smi, Sto, Per,Igi BA, CE, PE, RN
Physalopteroides venancioi* A 26 16 8.0+£8.0 6 Igi, Sto BA, CE
Physocephalus sp.* L 13 1 1.0+1.0 - Sto PE
Strongyloides ophidiae* A 79 217 36.2+30.5 80 Sto, Per, Smi, CE, RN
Nematoda (not identified) L 224 73 43+20 17 Per, Smi, Igi BA, CE, PE, RN

Among the parasites found, the cystacanth of Oligacanthorhynchidae was the most

abundant, with 350 individuals, followed by Physaloptera sp., with 239. The rarest species,
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with only one individual found, were Brevimulticaecum sp., Oswaldocruzia sp., and
Physocephalus sp. Parasite richness was positively influenced by the SVL of the hosts, with no

effect of sex or interaction between them (Table 2, Fig. 2).

Table 2. GLM model testing how parasite richness varies as a function of host body condition

index (SVL), sex, and their interactions.

Variables Estimate Standard error value Z Value P
Intercepto -0.468 0.555 -0.844 0.398
SVL 0.003 0.001 2.188 0.028
Sex 0.364 1.009 0.361 0.718
SVL:Sex -0.001 0.002 -0.446 0.655

Figure 2. Species richness of parasites in relation to the body condition index (SVL) of B.

erythromelas specimens.

31 o0 O 00 ¢ @

VOO OT HO OSSO~

200 300 400 500 600
Host rostro-cloacal length (mm)



150

Parasite abundance was also positively influenced by SVL. Additionally, females tended to
have higher parasite abundance than males, and both sexes tended to have higher abundance
with increasing SVL (Table 3, Fig. 3).

Table 3. GLM model testing how parasite abundance varies as a function of host body condition

index (SVL), sex, and their interactions.

Variables Estimate Standard error Value Z Value P
Intercept 0.564 0.202 2.788 0.005
SVL 0.005 0.000 11.849 <0.001
Sex -0.034 0.438 -0.078 0.938
SVL: Sex 0.000 0.001 -0.255 0.798

Fig. 3. Parasite abundances in relation to the body condition index (SVL) for males and

females of B. erythromelas species.
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DISCUSSION

Bothrops erythromelas exhibited a high prevalence of helminths (59.84%), similar to
other species of snakes in the Viperidae family: Bothrops moojeni N = 50 (68%; Barrella &
Silva, 2003) and Crotalus durissus terrificus N = 12 (66%; Dias et al., 2004), but contrasting
with Crotalus tzabcan N = 50 (14%; Carbajal-Mérquez et al., 2018). These comparative data
support the idea that describing the helminths of a particular species is crucial to achieve a more

complete comprehension of hidden patterns of parasite biodiversity.

The phylum Acanthocephala exhibits an indirect life cycle, engaging in trophic
interactions with both invertebrates and vertebrates (Crompton & Nickol, 1985). Incidentally,
snakes act as paratenic hosts for acanthocephalans (Travassos, 1917; Pizzatto & Madi, 2002;
Pizzatto & Marques, 2006; Smales, 2007a; Matias et al., 2018). In these cases, encysted larvae
reside in the body cavity of snakes until they are ingested by the definitive host (Nickol, 1985).
Typically, birds and mammals serve as definitive hosts, arthropods act as intermediate hosts,
and snakes serve as paratenic hosts of the family Oligacanthorhynchidae (Schmidt, 1972;
Nickol & Dunagan, 1989; Kennedy, 2006). Birds and mammals are potential predators of
snakes, (Cardoso & Santos, 2012; Fraga et al., 2013; Marques & Medeiros, 2018), including
those of the genus Bothrops (Sazima, 1922; Oliveira & Santori, 1999; Martins ef al., 2003),
Thus, we suggest that parasites may use snakes to reach their definitive hosts. Representatives
of Oligacanthorhynchidae are known to infect snakes such as Boa constrictor, Boiga
dendrophila, Bothrops jararacussu, Bothrops neuwiedi, Clelia clelia, Erythrolamprus
aesculapii, E. miliaris, E. poecilogyrus, Macrovipera lebetina obtusa, Mastigodryas bifossatus,
Micrurus corallinus, Philodryas olfersii, P. patagoniensis, Xenodon merremii, and X. histricus
(Travassos, 1917; Pizzatto & Madi, 2002; Pizzatto & Marques, 2006; Smales, 2007a; Smales,
2020).

Besides species of Oligacanthorhynchidae, we also found Centrorhynchus sp. in B.
erythromelas, an acanthocephalan from family Centrorhynchidae. The genus Centrorhynchus
infects birds of the Falconiformes and Strigiformes orders as definitive hosts and has
invertebrates as intermediate hosts, with reptiles and amphibians serving as paratenic hosts
(Torres & Puga, 1996). Cystacanths of Centrorhynchus have been recorded in snakes of the
genera Ahaetulla, Bothrops, Clelia, Chironius, Dipsa, Echinanthera, Imantodes, Helicops,
Leptophis, Liophis, Mastigodryas, Tropidonotus, and Philodryas (Travassos, 1926; Vizcaino,
1993; Smales, 2007a; Smales, 2007b; Lamas & Lunaschi, 2009; Silva & Muller, 2012; Aratjo-
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Filho et al., 2018; Castro-Araujo et al., 2020; Yudhana et al., 2023; Conga et al., 2024). In the
present study, we only found cystacanths, suggesting that B. erythromelas acts as paratenic
hosts, and the acanthocephalans use them to reach their definitive hosts, since Falconiformes
and Strigiformes have already been reported preying on snakes (Martins et al., 2003; Costa et
al., 2009; Cardoso & Santos, 2012). Species-level identification of the acanthocephalans was
not possible due to the immature condition of the specimens (cystacanths), which have not yet

developed the reproductive system that is fundamental for species identification.

For Cestoda, we identified the presence of Qochoristica sp. and Plerocercoid larvae and
cysticercoid. Different species of snakes have been recognized as hosts of Cestoda, such as
Bothrops alternatus, B. jararaca, B. moojeni, Coluber sp., Corallus caninus, Erythrolamprus
miliaris, Micrurus corallinus, Philodryas olfersii, Pseudoboa nigra, and Thamnophis sp. (Silva
et al., 2001; Silva et al., 2006; Chambrier ef al., 2010; Matias ef al., 2018; Castro-Araujo et al.,
2020). The genus Qochoristica has been reported in Echis carinatus, another Viperidae (Farooq
et al., 1983). In B. erythromelas, Cestoda were found only in early developmental stages,

making species-level identification impossible.

We were able to identify most of the nematodes only at the Phylum level (Nematoda,
17 hosts), excepting one identification at the family level (Cosmocercidae gen. sp., 2 hosts),
four at the genus level (Brevimulticaecum sp., Oswaldocruzia sp., Physocephalus sp., and
Physaloptera sp.), due to the immature stage of the parasites, and six at the species level
(Hexametra boddaertii, Parapharyngodon hispidus, Physaloptera lutzi, Physaloptera
nordestina, Physalopteroides venancioi, and Strongyloides ophidiae). In terrestrial snakes, the
richness of Nematoda tends to be higher, as observed in Crotalus durissus terrificus (7 spp.;
Dias et al., 2004) and Crotalus mitchelli (5 spp.; Goldberg et al., 2013), and Pseudoboa nigra
(3 spp.; Matias et al., 2018). Our results corroborate this tendency, since the nematode fauna in
B. erythromelas includes at least 12 nematode taxa, encompassing distinct species and larval
stages. These results support previous studies (Brouat et al, 2007), indicating that the

dominance of nematodes in terrestrial snakes may be related to the habitat of their hosts.

The family Cosmocercidae is frequently reported infecting species of amphibians and
reptiles (Rizvi, 2009; Avila et al,, 2010; Rizvi & Bursey, 2014; Bursey et al., 2015; Castro-
Aratjo et al., 2020; Draghi et al., 2020). Immature individuals of Brevimulticaecum sp. have
been reported in fish, amphibians, and reptiles (Sprent, 1979; Moravec & Kaiser, 1994;
Moravec et al., 1997; Vieira et al., 2010; Silva et al., 2018; Souza et al., 2020). The genus
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Oswaldocruzia is commonly found in amphibians, although it has also been reported in reptiles,
with some records for snakes (Durette-Desset ef al., 2006; Goldberg & Bursey, 2007; Anderson
et al., 2009; Campiado et al., 2014; Teles et al., 2015; Oliveira et al., 2017; Oliveira et al., 2019;
Flowers & Beane, 2023). Physocephalus uses snakes as paratenic hosts, coleopteran insects as
intermediate hosts, and mammals as definitive hosts (Ryzhikov, 1952; Kirillov & Kirillova,
2021). The genus Physocephalus has been found in the following North American species of
Viperidae: Crotalus atrox, C. molossus, C. pyrrhus, C. scutulatus, and Sistrurus tergeminus
(Goldberg et al., 2001; Goldberg et al., 2002; McAllister et al., 2004; Goldberg et al., 2013).
Morphologically, it was not possible to identify Brevimulticaecum sp. and Physocephalus sp.
at the species level due to the immature developmental stage of the larvae. Only female
specimens were recorded for Cosmocercidae gen. sp. and Oswaldocruzia sp., consequently, the
identification at species level was not possible because the main morphological characteristics

for Cosmocercidae species identification are only present in males.

Nematodes of the genus Physaloptera are common in birds, amphibians, mammals, and
reptiles (Ortlepp, 1922; Chabaud, 1975; Anderson et al., 2009; Pereira et al., 2012; Maldonado
Jr. et al, 2019). Nine species of Physaloptera are known to occur in Brazilian reptiles, with
four reported for snakes: P. monodens, P. liophis, P. obtusissima, and P. nordestina (Matias et
al., 2020). Until now, Physaloptera lutzi was described only in lizards (Brito et al., 2014; Maia-
Carneiro et al., 2018), and this is the first record of the species occurring in a snake. Bothrops
erythromelas is a generalist in terms of diet, feeding mainly on lizards, frogs, centipedes and
mammals (Martins et al., 2002; Silva-Soares et al., 2022). Given that nematodes possess a
cuticle resistant to stomach acids, we suggest that these helminths are associated with the
ingestion of the host. Physaloptera nordestina was already described for the following
northeastern Brazilian snakes: Oxybelis aeneus, Xenodon merremii, and Pseudoboa nigra

(Matias et al., 2020).

Hexametra boddaertii is a common nematode in Squamata (Avila & Silva, 2010;
Bursey & Brooks, 2011), known to infect Bothrops sp., Crotalus durissus, Oxyrhopus
trigeminus, Philodryas baroni, P. patagoniensis, and Pseudoboa nigra (Skrjabin, 1916; Sprent,
1978; Hartdegen & Gamble, 2002; Pinto et al., 2010; Matias et al., 2018). The genus
Parapharyngodon has a close association with lizards, mainly of the genus Tropidurus, with
only one species described for amphibians (Avila & Silva, 2010; Anjos et al., 2013; Aratjo-
Filho et al., 2015; Ferreira et al., 2021). Parapharyngodon hispidus was described in
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Tropidurus hispidus (Ferreira et al., 2021), and the present record is the first for snakes. Since
only one specimen of B. erythromelas was found with Parapharyngodon hispidus, we suggest

that the infection is accidental, likely due to ingestion during the snake feeding.

Physalopteroides venancioi is the only species of the genus recorded in South America,
found mainly in lizards and amphibians (Avila & Silva, 2010; Campido et al, 2014). We
recorded P. venancioi in the small intestine of two snakes, suggesting that the infection occurred
accidentally, as suggested for the snakes Platyceps ventromaculatus, Pseudoboa nigra, and

Philodryas olfersii (Al-Moussawi, 2016; Matias et al., 2018; Castro-Araujo et al., 2020).

The genus Strongyloides parasitizes birds, mammals, amphibians, and reptiles (Graham
et al., 2024). In response to infection, animals may exhibit diarrhea, bronchopneumonia,
alveolar hemorrhage, interstitial inflammation, altered breathing, enterocyte hyperplasia, and
ulceration or squamous metaplasia of mucosal epithelium, depending on the worm life stage
(Uzal et al., 2016; Thamsborg et al., 2017; Graham et al., 2024). In reptiles, including snakes,
Strongyloides infections cause respiratory difficulties and pneumonia (Walden et al., 2020;
Graham et al., 2024). Five species of Strongyloides are documented in snakes: S. gulae, S.
serpentis, S. ophidiae, S. natricis, and S. mirzai (Graham et al., 2024). Strongyloides ophidiae
has been observed in the following Brazilian snakes: Crotalus durissus, Erythrolamprus
miliaris, Oxyrhopus guibei, and Philodryas olfersii (Pereira, 1929; Santos et al., 2009; Mati &
Melo, 2014; Mati et al., 2015; Castro-Aratjo et al., 2020). Transmission of Strongyloides
ophidiae occurs through cutaneous or oral routes, signs of infection are visible after 7 days, and
the species has a direct life cycle (Mati & Melo, 2014). This is the first record of S. ophidiae

acting as a parasite of the species Bothrops erythromelas.

The establishment of parasite populations and communities can be influenced by
phylogenetic factors or host characteristics (Poulin, 2004; Kamiya et al., 2014a; 2014b). In the
present study, the body condition index (SVL) of the snake Bothrops erythromelas was
positively related to the richness and abundance of helminths. The host's body is considered the
habitat of the parasite, such that a larger specimen can provide a greater area for exploration,
colonization, and nutrients to endoparasites (Aho, 1990). Another relevant factor is that
individuals with greater longevity experience prolonged exposure to parasitic agents (Aho,
1990; Korallo et al., 2007; Pereira et al., 2012). This same pattern has been documented for
other reptiles (Brito et al., 2014; Aratjo-Filho et al., 2016; Silva-Neta & Avila, 2018; Amorim
& Avila, 2019; Teixeira et al., 2018; 2021; Silva et al., 2023).
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Of the 30 species of the genus Bothrops that occur in Brazil (Costa et al., 2023), 12
(40%) species have been studied regarding their parasites (Conga et al., 2024). The most studied
species were: B. jararaca (10 studies: Pereira, 1929; Rodrigues, 1968; Santos & Rolas, 1973;
Fabio, 1979; Correa et al., 1990; Vicente et al., 1993; Scherer et al., 1996; Grego et al., 2004;
Silva, 2005; Siqueira et al., 2009), B. moojeni (7 studies: Travassos, 1926; Pereira, 1929;
Caubisens Poumarau, 1965; Sprent, 1979; Pinto et al., 2012; Miiller et al., 2021), and B.
neuwiedi (6 studies) (Travassos & Freitas, 1941; Ruiz & Ledo, 1942; Silva et al., 2001; Barrella
& Silva 2003; Pinto ef al., 2012; Morais et al., 2017; Miller et al., 2021). This is the third
study on the helminth fauna of B. erythromelas. Our findings indicate that among all helminth
species found in our analysis, only Physaloptera sp. is not a new record for Bothrops
erythromelas, while the species Physaloptera Iutzi and Parapharyngodon hispidus are

described for the first time in snakes.

Thus, our results expand the knowledge of parasite hidden biodiversity, particularly as
this study represents pioneering research on the helminth fauna of Bothrops erythromelas, a

venomous snake species endemic to the Caatinga.
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Death simulation behavior of the lizard Lygodactylus klugei of the
Gekkonidae (Reptilia: Squamata) family in northeastern Brazil

Cicera Silvilene Leite Matias' @ | Danilo Saraiva de Araljo’ @ | Deborah Praciano de Castro"'@®
'Universidade Federal da Paralba. Programa de Pds-Graduagio em Ciéncias Bicldgicas. Jodo Pessoa, Paralba, Brasil
"RESCUE. Fortaleza, Ceara, Brasil

"iniversidade Federal do Oeste do Para. Campus Oriximin. Oriximing, Para, Brasil

Matural selection favors primary defense strategies that reduce the chance of prey being spotted and discovered by a
potential predator, such as camouflage, aposematism, and secondary defense strategies that include tail loss and escape,
imrmobility, and thanatosis. The behawvior of thanatosis {playing dead) or tonic immaobility (body paralysis) is a strategy adopted
by the prey, in which the animal simulates immability to avoid being ingested. This simulation is effective against visually
oriented predators or predators that do not feed on dead prey. Belonging to a complex of cryplic spedes, Lygodactyius
kiugei is a gecko that has a wide distribution in MNortheast Brazil, occupying areas of the Caatinga and Cerrade. and that
has a diumnal habit. On August 25th and September 2nd, 2021, three individuals of L klugel were cbserved exhibiting
thanatosis behavior during plant suppression work in the Curaga municipality, Bahia state, Brazil. This behavior is reported
for the first time for L. &lugei, and the species may use it if it is unable to escape from visually oriented predators. However,
wee suggest that future observations may generate new hypotheses about the benefits of this behavior in the species. Our
observation adds important data to the behavioral repertoire of lizards from the Gekkonidae family, providing important
natural history data to try to understand the defense mechanisms adopted by lizards in general.

Keywords: Defense strategies. Matural selection. Predation. Reptiles. Thanatosis.

Resumo:

A selecio natural favorece estratégias primarias de defesa que diminuemn a chance de a presa ser avistada e descoberta
por um potencial predador, tais como camuflagem, aposematismo e estratégias de defesa secundarias, gue incluem
perda da cauda, fuga, imobilidade e tanatose. O comportamento de tanatose (fingir-se de morto) ou imobilidade tdnica
(paralisagdc corporal) € uma estratégia adotada pela presa na gual o animal simula imobilidade para evitar ser ingerido.
Esta simulagio & eficaz contra predadores visualmente orientados ou que ndo se alimentam de presas mortas. [ygodactyius
kilygei possui ampla distribuigio no Nordeste do Brasil, ocupando areas de Caatinga & Cerrado, tendo habito diuma. Em
25 de agosto e 02 de setembro de 2021, trés individuos de L. klygei foram observados em comportamento de tanatose,
no municipio de Curaga, Bahia, Brasil. Tal comportamento € relatado pela primeira vez para a espécdie, sugerindo que
pode ser utilizado em caso de impossibilidade de fuga frente a predadores visualmente onentados, Entretanto, sugenmaos
que observagdes futuras possam gerar novas hipdteses acerca dos beneficios deste comportamento na espécie. Nossa
observagio acrescenta dados importantes ao repertdrio comportamental de lagartos da familia Gekkonidae, formecendo
informagfes sobre a histdria natural para tentar entender os mecanismos de defesa adotados pelos lagartos em geral.

Palavras-chave: Estratégias de defesa. Seledo natural. Predagio. Répteis. Tanatose.
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Abstract: In the Atlantic Forest, species distnbufions are not uniform. The biome has been divided mio 8
biogecgraplic sub-regions, such as the Permambuco Center of Endenusm (PCE), m northeastern Brazil Nisia
Floresta Mational Forest (Flona) is a protected area siuated in the mumicipality of Nisia Floresta, Fio Grande
do Norte state, harboring native vegetation (Atlantic Forest and "Festingas or Tabulewos") as well regenerating
areas, with expenmental plots of exotic plants for imber production. Herein, we present, for the first time, a
spectes list of the herpetofauna surveyed at Flona over the past 10 years, usmg a standardized, long-term sampling
design along with visnal encounter surveys. We conducted monthly surveys across the area using 84 patfall traps
randomly distributed in 21 arrays throughout the forest’s three phytogeographic zones (Restinga, Atlantic Forest,
and Regeneration). In addition, we charactenized ground-dwelling herpetofauna commmumnity diversify across these
three zones over the course of an entire year. We collected a total of 39 species of reptiles (among lizards, snakes,
chelomians, alhgators, and amphishaenians) and 24 species of frogs. The most frequent fammly found for reptiles
was Dipsadidae, followed by Colubridae. In frogs, Leptodactylidas was the most common, followed by Hyhdae.
Herpetofaunal diversity in regeneration areas 15 smaller than forests, which in twrn are marginally less diverse than
the Restinga. Community descriptors such as equity, presence of exchisive species, and differences in abundances
and composition indicate that distinet management strategies for each zone are needed for this protected area. At
last, albeit smaller, diversity in regenerating areas 15 siomlar to natural areas, a reassunng result considenng the
significant deforestation the Atlantic Forest has suffered and the urgent need for restoration mibiatrves.
Keywords: Conservation; Commumity Structure; Protected Areas; Atlantic Rain Forest.
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ABSTRACT

The knowledge of parasidc fauna in wild animzls is essential for understanding the ecological conditions thar determine
the occurrence and prevalence of parasites in their hosts. Except for records of one Pentastomida (Cephalobaena rerrapoda
Heymons, 1922) and two Nematoda (Physaloptera sp. And Aspiculuris sp.), detailed information about the helminth
fanna assaciated with the jararaca Rarr':mpc Mj;r}rmmm':dr Amaral, 1923 is |:1c'<irg. This species has a wide disrribution
in the Caatinga, with records in rna.rginal areas of the Cerradc and Atlantic Forest. Here, we describe the patterns of
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Desafio:
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7 e 16 (resuspendido), 23-60 PCRs FEITOS NO BUTANTAN (COI);
7 e 16 (resuspendido), 23-60 PCRs FEITOS NO BUTANTAN (CYT_B);
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Species Institution/Voucher Genbank Locality Lat. Long. Reference
accession

B. jararaca IBSP/IB84406 NC030760 Embu das Artes, SP -23.654 -46.864 Almeida et al.,
2016

B. diporus USNM/12380 MN379928 - - - Ferreira et al.,
2020

B. pubescens IBSP/90129 MN379927 - - - Ferreira et al.,
2020

B. cf. lutzi IBSP/SB0866 - Gilbués, PI -9.8225 -45.3292 This study

B. cf. lutzi IBSP/SB0867 - Gilbués, PI -9.8225 -45.3292 This study

B. cf. lutzi IBSP/SB0868 - Gilbués, PI -9.8225 -45.3292 This study

B. cf. lutzi IBSP/SB0920 - Gilbués, PI -9.8225 -45.3292 This study

B. cf. lutzi UFRN/AAGARDA4904 - Serra da Capivara, PI -8.6828 -42.5761 This study

B. cf. lutzi CHUFPB/14850 - Serra da Capivara, PI -8.6828 -42.5761 This study

B. cf. lutzi UFRN/AAGARDAS5468 - Serra da Capivara, PI -8.6828 -42.5761 This study

B. cf. lutzi USP/MTR25218 - Serra da Capivara, P1 -8.6828 -42.5761 This study

B. cf. lutzi UNB/GRCOLLI18545 - Cocos, BA -14.1867 -44.5253 This study

B. cf. lutzi UNB/GRCOLLI18691 - Cocos, BA -14.1867 -44.5253 This study

B. cf. lutzi USP/PHV 1479 - Jaborandi, BA -14.06 -45.2883 This study

B. cf. lutzi USP/PHV 1994 - Jaborandi, BA -14.06 -45.2883 This study

B. cf. lutzi UFC/TEC1317 - Serra das Almas, CE -5.1414 -40.9164 This study

B. cf. lutzi UFC/TEC1327 - Serra das Almas, CE -5.1414 -40.9164 This study

B. cf. lutzi UFC/TEC372 - Serra das Almas, CE -5.1414 -40.9164 This study

B. cf. lutzi URCA/G2124 - Aiuaba, CE -6.6786 -40.2097 This study

B. cf. lutzi UFPB/CHUFPB13958 - Aiuaba, CE -6.6786 -40.2097 This study


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biocollections?term=USNM%5BUnique%20institution%20code%5D
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B. cf. lutzi URCA/G2689 - Parambu, CE -6.2056 -40.72 This study

B. cf. lutzi UFPB/CHUFPB3336 - Aiuaba, CE -6.6786 -40.2097 This study

B. cf. lutzi URCA/G1927 - Pio IX, PI -6.838 -40.579 This study

Bothrops sp. IBSP/IBSP79766 - Rio do Antonio, BA -14.411 -42.076 This study

Bothrops sp. USP/MTR37522 - Cristalandia, BA -14.204 -41.665 This study

Bothrops sp. IBSP/IB55541 AF292588 Guanambi, BA -14.2233 -42.7814 Wouster ef al.,
2002

Bothrops sp. IBSP/SB0286 - Caculé, BA -14.4836 -42.2203 This study

Bothrops sp. IBSP/SB1059 - Tanhagu, BA -13.9619 -41.2483 This study

Bothrops sp. UFBA/3699 KF801124 Anagé, BA -14.612 -41.136 Machado et al.,
2014

B. UFRN/AAGARDA7608 - PARNA Catimbau, PE -8.5889 -37.24 This study

erythromelas

B. UFPB/CHUFPB14877 - PARNA Catimbau, PE -8.5889 -37.24 This study

erythromelas

B. UFRN/AAGARDA7704 - PARNA Catimbau, PE -8.5889 -37.24 This study

erythromelas

B. UFPB/CHUFPB14283 - PARNA Catimbau, PE -8.5889 -37.24 This study

erythromelas

B. UFPB/CHUFPB14874 - PARNA Catimbau, PE -8.5889 -37.24 This study

erythromelas

B. UFRN/AAGARDA7713 - PARNA Catimbau, PE -8.5889 -37.24 This study

erythromelas

B. UFRN/AAGARDA7995 - PARNA Catimbau, PE -8.5889 -37.24 This study

erythromelas

B. UFRN/AAGARDARg153 - PARNA Catimbau, PE -8.5889 -37.24 This study

erythromelas

B. UFPB/CHUFPB14875 - PARNA Catimbau, PE -8.5889 -37.24 This study

erythromelas

B. UFERSA/CHSA1888 - Tucano, BA -10.9658 -38.7019 This study

erythromelas

B. USP/MTR24595 - Campo Formoso, BA -10.5122 -40.31 This study
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erythromelas

B. USP/MRT3497 - Santo Inacio, BA -11.1078 -42.7189 This study
erythromelas

B. USP/MRT3742 - Casa Nova, BA -9.1653 -40.9578 This study
erythromelas

B. USP/MTR22613 - Morro do Chapéu, BA -11.3839 -41.2789 This study
erythromelas

B. USP/MTR42312 - Sao Jodo, PI -8.358 -42.247 This study
erythromelas

B. UFERSA/CHSA1126 - Assu, RN -5.5728 -36.9608 This study
erythromelas

B. UFRN/AAGARDA4635 - Esec Raso da Catarina, BA -9.8114 -38.4925 This study
erythromelas

B. UFPB/CHUFPB11433 - Esec Raso da Catarina, BA -9.8114 -38.4925 This study
erythromelas

B. USP/MTRI11185 MH698096 Santo Inacio, BA -11.1078 -42.7189 Dal Vechio et
erythromelas al., 2018
B. UFRN/AAGARDAA4115 - Esec Raso da Catarina, BA -9.8114 -38.4925 This study
erythromelas

B. UFRN/AAGARDAA4545 - Esec Raso da Catarina, BA -9.8114 -38.4925 This study
erythromelas

B. UFRN/AAGARDA6902 - Palmeiras, BA -12.5119 -41.5681 This study
erythromelas

B. USP/MTR18123 - Casa Nova, BA -9.1653 -40.9578 This study
erythromelas

B. UFRN/SVOUCHER1 - Queimada Nova, PI -8.5842 -41.4083 This study
erythromelas

B. UFRN/AAGARDAG6902B - Palmeiras, BA -12.5119 -41.5681 This study
erythromelas

B. UFRN/AAGARDA7068 - Palmeiras, BA -12.5119 -41.5681 This study
erythromelas

B. UFERSA/CHSA1617 - Russas, CE -5.0483 -38.0458 This study
erythromelas

B. URCA/G1844 - Taua, CE -6.003 -40.293 This study
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erythromelas
B. UFERSA/CHSA1613 Russas, CE -5.0483 -38.0458 This study
erythromelas
B. UFPB/CHUFPB10658 Santa Quitéria, CE -4.3086 -40.165 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA1684 Russas, CE -5.0483 -38.0458 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA1685 Russas, CE -5.0483 -38.0458 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA1276 Mossord, RN -5.2203 -37.3092 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA1545 Mossord, RN -5.2203 -37.3092 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA916 Mossoro, RN -5.2203 -37.3092 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA917 Mossord, RN -5.2203 -37.3092 This study
erythromelas
B. UFRN/AAGARDA9322 Esec Serido, RN -6.5792 -37.255 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA1742 Mossord, RN -5.2203 -37.3092 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA1548 Mossord, RN -5.2203 -37.3092 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA135 Assu, RN -5.5728 -36.9608 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA1539 Mossord, RN -5.2203 -37.3092 This study
erythromelas
B. UFRN/DBEZ2107 Guamaré, RN -5.1153 -36.3394 This study
erythromelas
B. IBSP/SB0645 Lajes, RN -5.6881 -36.2542 This study
erythromelas
B. IBSP/SB0644 Joao Camara, RN -5.5464 -35.8025 This study
erythromelas
B. IBSP/SB0648 Angicos, RN -5.6608 -36.5967 This study
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erythromelas
B. UFRN/AAGARDA9801 Rio do Fogo, RN -5.2744 -35.3869 This study
erythromelas
B. UFRN/AAGARDAZg916 Joao Camara, RN -5.5464 -35.8025 This study
erythromelas
B. UFRN/AAGARDA12791 Angicos, RN -5.6608 -36.5967 This study
erythromelas
B. IBSP/SB0646 Lajes, RN -5.6881 -36.2542 This study
erythromelas
B. IBSP/SB0650 Angicos, RN -5.6608 -36.5967 This study
erythromelas
B. UFRN/AAGARDA12802 Macau, RN -5.1511 -36.5914 This study
erythromelas
B. IBSP/SB0643 Joao Camara, RN -5.5464 -35.8025 This study
erythromelas
B. IBSP/SB0647 Angicos, RN -5.6608 -36.5967 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA1047 Mossord, RN -5.2203 -37.3092 This study
erythromelas
B. IBSP/SB0649 Angicos, RN -5.6608 -36.5967 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA1726 Mossord, RN -5.2203 -37.3092 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA1741 Mossord, RN -5.2203 -37.3092 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA1542 Mossord, RN -5.2203 -37.3092 This study
erythromelas
B. URCA/G474 Farias Brito, CE -6.9025 -39.5736 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA123 Assu, RN -5.5728 -36.9608 This study
erythromelas
B. UFRN/AAGARDA7337 Sao Bento Norte, RN -5.07 -36.0317 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA1460 Mossord, RN -5.2203 -37.3092 This study



182

erythromelas
B. UFERSA/CHSA138 Assu, RN -5.5728 -36.9608 This study
erythromelas
B. IBSP/SB1088 Boa Vista, PB -7.2678 -36.2517 This study
erythromelas
B. UFC/TEC920 Aracati, CE -4.5511 -37.8411 This study
erythromelas
B. UFC/TEC6722 Upanema, RN -5.6389 -37.2772 This study
erythromelas
B. UFRN/CHBEZ667 Esec Serido, RN -6.5792 -37.255 This study
erythromelas
B. UFC/TEC4111 Upanema, RN -5.6389 -37.2772 This study
erythromelas
B. UFPB/FSCHUFPB6114 Esec Serido, RN -6.5792 -37.255 This study
erythromelas
B. UFC/NUROFO01 Upanema, RN -5.6389 -37.2772 This study
erythromelas
B. UFRN/AAGARDA12788 Potiretama, CE -5.7283 -38.1583 This study
erythromelas
B. UFRN/AAGARDA12794 Jardim de Piranhas, RN -6.3844 -37.3756 This study
erythromelas
B. UFRN/AAGARDAS5540 Itau, RN -5.8442 -37.9853 This study
erythromelas
B. UFRN/AAGARDA12787 Jardim de Piranhas, RN -6.3844 -37.3756 This study
erythromelas
B. UFERSA/CHSA1682 Russas, CE -5.0483 -38.0458 This study
erythromelas
B. UFRN/AAGARDA12792 Potiretama, CE -5.7283 -38.1583 This study
erythromelas
B. URCA/G491 Farias Brito, CE -6.9025 -39.5736 This study
erythromelas
B. UFRN/CHBEZ1175 Esec Serido, RN -6.5792 -37.255 This study
erythromelas
B. UNB/CHUNB61926 Itaporanga, PB -7.3 -38.1608 This study
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erythromelas

B. UFRN/DBEZ2807 - Santa Cruz, RN -6.2269

erythromelas

-35.9758

This study

B. UFPB/FSCHUFPB6237 - Esec Serido, RN -6.5792

erythromelas

-37.255

This study

B. UFRN/AAGARDA12789 - Potiretama, CE -5.7283

erythromelas

-38.1583

This study

B. UFRN/AAGARDA12790 - Potiretama, CE -5.7283

erythromelas

-38.1583

This study

Tabela S2. Lista de espécimes usadas nas analises morfologicas.
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1D Voucher OTUs01 OTUs02 State Locality Latitude  Longitude Collection Stage Sex
sil211 IBSP089562 SC3 B erythromelas BA Morro do Chapéu -11.55 -41.156 LCZIB Adulto F
sil133 CHUFC4394 SC3 B_erythromelas BA Sento Sé -10.455 -41.468 CHNUROF  Adulto F
sil209 IBSP089463 SC3 B erythromelas BA Juazeiro -9.412 -40.499 LCZIB Adulto M
sil150 CLARI12354 SC3 B erythromelas BA Umburanas -10.733 -41.326 CLAR Adulto M
sil005 CHUFPE486 SC3 B_erythromelas PE Petrolina -9.393 -40.508 CHUFPE Adulto M
sill41 CLAR4545 SC4 B erythromelas BA Paulo Afonso -9.408 -38.222 CLAR Adulto F
sil166 CHUFPBI11433 SC4 B erythromelas BA Paulo Afonso -9.408 -38.222 CHUFPB Adulto F
sil052 CLAR4115 SC4 B_erythromelas BA Paulo Afonso -9.408 -38.222 CLAR Adulto M
sil083 CLAR4635 SC4 B erythromelas BA Paulo Afonso -9.408 -38.222 CLAR Jovem M
sil206 IBSP089164 SC4 B erythromelas SE Canindé de Sao Francisco -9.642 -37.788 LCZIB Adulto F
sil210 IBSP089163 SC4 B_erythromelas SE Canindé de Sao Francisco -9.642 -37.788 LCZIB Adulto M
sil061 CLAR7042 SC5 B erythromelas BA Palmeiras -12.529 -41.559 CLAR Adulto M
sil149 CLAR12792 SCeé B erythromelas CE Potiretama -5.668 -38.251 CLAR Adulto F
sil195 CHUFC203 SC6 B erythromelas CE Tabuleiro do Norte -5.244 -38.128 CHNUROF  Jovem M
sil124 CHURCA10659 SCeé B erythromelas CE Farias Brito -6.914 -39.581 CHURCA Adulto F
sil132 CHUFC816 SCe6 B erythromelas CE Itapitina -4.52 -38.857 CHNUROF  Adulto F
sil081 CHUFC3210 SC6 B erythromelas CE Banabuiu -5.305 -38.926 CHNUROF  Jovem F
sil197 CHUFC3209 SCe6 B erythromelas CE Banabuiu -5.305 -38.926 CHNUROF Jovem F
sill18 CHUFC242 SCe6 B erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Adulto F
sil123 CHUFC260 SC6 B erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Adulto F
sil140 CLAR12788 SCeé B erythromelas CE Potiretama -5.668 -38.251 CLAR Adulto F
sil134 CHUFC2986 SCeé B erythromelas CE Aquiraz -3.907 -38.399 CHNUROF  Adulto F
sil136 CHUFC2734 SC6 B _erythromelas CE Fortaleza -3.796 -38.661 CHNUROF  Adulto F
sill11 CHUFC685 SCe6 B erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Adulto F
sill14 CHUFC684 SCeé B erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Adulto F
sil192 CHUFC17 SCé B _erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF Jovem F
sil122 CHUFC3811 SCe6 B erythromelas CE Morada Nova -5.109 -38.388 CHNUROF  Adulto F
sil135 CHUFC725 SCe6 B erythromelas CE Itapitina -4.52 -38.857 CHNUROF  Adulto F
sill17 CHUFC704 SC6 B _erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Adulto F
sil127 CHUFC069 SCe6 B erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Adulto F
sil194 CHUFC231 SCe6 B_erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF Jovem F
sil196 CHUFC200 SC6 B _erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Jovem F
sil126 CHURCA12398 SCeé B_erythromelas CE Mauriti -7.374 -38.782 CHURCA Adulto F
sil137 CHUFC3489 SCeé B_erythromelas CE Quixeramobim -5.2 -39.291 CHNUROF  Adulto F
sil095 CHSARI1617 SC6 B _erythromelas CE Russas -5.045 -38.067 CHSAR Adulto F
sil129 CHURCA9413 SCeé B_erythromelas CE Farias Brito -6.914 -39.581 CHURCA Adulto F
sil198 CHUFC2985 SC6 B_erythromelas CE Icapui -4.719 -37.371 CHNUROF  Jovem F
sill 16 CHUFC364 SC6 B erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Adulto F
sil119 CHUFC93 SC6 B _erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Adulto F
sil145 CLAR12789 SCeé B_erythromelas CE Potiretama -5.668 -38.251 CLAR Adulto F
sil100 CHSAR1686 SC6 B _erythromelas CE Russas -5.045 -38.067 CHSAR Adulto F
sil048 CHUFC241 SC6 B erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Adulto M
sil050 CHUFC3490 SCeé B_erythromelas CE Quixeramobim -5.2 -39.291 CHNUROF Adulto M
sil036 CHUFC56 SC6 B _erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Adulto M
sil068 CHUFPB10658 SC6 B _erythromelas CE Santa Quitéria -4.332 -40.157 CHUPB Jovem M
sil042 CHUFC262 SCeé B_erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF Adulto M
sil160 CHUFPB11855 SC6 B _erythromelas CE Santa Quitéria -4.332 -40.157 CHUFPB Adulto M
sil011 CHSARI1537 SC6 B _erythromelas CE Russas -5.045 -38.067 CHSAR Adulto M
sil033 CHUFC261 SCe6 B_erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF Adulto M
sil040 CHUF(C243 SC6 B _erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Adulto M
sil078 CHUFC196 SC6 B _erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Jovem M
sil018 CHSAR1682 SCé6 B_erythromelas CE Russas -5.045 -38.067 CHSAR Adulto M
sil041 CHURCA4996 SC6 B _erythromelas CE Farias Brito -6.914 -39.581 CHURCA Adulto M
sil053 CLAR12790 SC6 B _erythromelas CE Potiretama -5.668 -38.251 CLAR Adulto M
sil020 CHSAR1684 SCé6 B_erythromelas CE Russas -5.045 -38.067 CHSAR Adulto M
sil019 CHSAR1683 SC6 B _erythromelas CE Russas -5.045 -38.067 CHSAR Adulto M
sil035 CHUFC687 SC6 B _erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Adulto M
sil079 CHURCA7091 SCe6 B_erythromelas CE Farias Brito -6.914 -39.581 CHURCA Jovem M
sil044 CHUFC3722 SC6 B _erythromelas CE Icapui -4.719 -37.371 CHNUROF  Adulto M
sil034 CHUFC689 SC6 B _erythromelas CE Limoeiro do Norte -5.029 -38.098 CHNUROF  Adulto M
sil012 CHSAR1613 SCé6 B_erythromelas CE Russas -5.045 -38.067 CHSAR Adulto M
sil037 CHURCA13452 SC6 B erythromelas CE Lavras da Mangabeira -6.91 -39.114 CHURCA Adulto M
sil082 CHURCA4909 SC6 B _erythromelas CE Farias Brito -6.914 -39.581 CHURCA Jovem M
sil174 CHUFPB5036 SCé6 B_erythromelas PB Cabaceiras -7.489 -36.287 CHUFPB Adulto F
sil168 CHUFPB6079 SC6 B _erythromelas PB Séo Jodo Do Cariri -7.391 -36.533 CHUFPB Adulto F
sil179 CHUFPB9251 SC6 B _erythromelas PB Séo Jodo Do Cariri -7.391 -36.533 CHUFPB Adulto F
sil176 CHUFPB5032 SCé6 B_erythromelas PB Sao Jodo Do Cariri -7.391 -36.533 CHUFPB Adulto F
sil180 CHUFPB5031 SCeé B erythromelas PB Sao Jodo Do Cariri -7.391 -36.533 CHUFPB Adulto F
sill81 CHUFPB5035 SCeé B erythromelas PB Sao Jodo Do Cariri -7.391 -36.533 CHUFPB Adulto F
sil172 CHUFPB2690 SCé6 B_erythromelas PB Sao José Dos Cordeiros -7.391 -36.808 CHUFPB Adulto F



sil165
sil169
sil155
sil170
sill73
sil167
sil178
sil205
sil159
sil201
sill75
sil182
sil069
sil164
sil070
sil087
sil158
sil039
sil076
sil003
sil148
sil187
sil094
sil101
sil016
sil091
sill71
sil153
sill51
sil144
sil112
sil142
sil163
sill15
sil138
sil139
sil110
sil161
sil090
sil015
sil143
sil107
sil105
sil146
sil092
sil103
sil104
sil097
sil098
sil102
sil147
sil130
sil131
sil152
sil190
sil106
sil191
sil108
sil185
sil189
sil186
sil109
sil099
sil093
sil113
sil056
sil008
sil084
sil054
sil010
sil043
sil049
sil074

CHUFPB10202
CHUFPB5034
CHUFPB15982
CHUFPB15983
CHUFPB9248
CHUFPB5950
CHUFPB5949
IBSP092241
CHUFPB12962
CHUFPB5033
CHUFPB9250
CHUFPB13153
CHUFPB10201
CHUFPB2691
CHUFPB5037
CHUFPE1033
CHUFPB9349
CHURCA2615
CHURCA1499
CHUFPE999
CLAR9801
CHSAR®636
CHSARI1276
CHSARI12
CHSAR137
UFRNCHO05961
CHUFPB6422
CLAR12838
CLAR9281
CLAR12802
CHUFC3646
CLARI12791
CHUFPB5038
CHUFC244
CHUFCO01
CHUFC245
CHUFRNO03776
CHUFPB13428
UFRNCHO03559
CHSAR218
CLAR12813
CHUFRNO05672
CHUFRNO05781
CLARS5540
UFRNCHO06025
CHUFRN06488
CHUFRNO06275
CHSAR1460
CHSAR917
CHSAR1488
CLAR9322
CHUFC3824
CHUFC4091
CLAR12834
CHUFRN05204
CHUFRNO1175
CHUFRNO05758
CHUFRNO05673
UFRNCHO05927
CHUFRNO05780
UFRNCH06026
CHUFRN04713
CHSAR1548
UFRNCH00667
CHUFC3416
CLAR6540
UFRNHO04131
CLAR&916
CLAR12819
CHSAR916
CHUFC3720
CHUFC214
CHUFRN3829

SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SCé6
SCé6
SC6
SC6
SCé6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SC6
SCé6
SCé6
SC6
SC6
SCé6
SCé6
SC6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SCé6
SC6

B erythromelas
B_erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B_erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B_erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B_erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B_erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B _erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B _erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B _erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B _erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B _erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B _erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B _erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B _erythromelas
B _erythromelas
B_erythromelas
B _erythromelas
B _erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B _erythromelas
B_erythromelas
B _erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B _erythromelas
B _erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B _erythromelas
B _erythromelas
B_erythromelas

Cabaceiras

Sao Jodo Do Cariri
S&o José Dos Cordeiros
S&o José Dos Cordeiros
Sao José Dos Cordeiros
Sé&o Jodo Do Cariri
Sé&o Jodo Do Cariri
Boa Vista

Salgado De Sdo Félix
Sé&o Jodo Do Cariri
Sao Jodo Do Cariri
Solanea

Cabaceiras

Sao José Dos Cordeiros
Cuité

Sdo José do Egito
Araripina

Ouricuri

Ouricuri

Tuparetama

Rio do Fogo

Agu

Mossord

Mossord

Agu

Caigara do Rio do Vento
Jodao Camara
Angicos

Jodo Camara

Macau

Upanema

Angicos

Barcelona

Mossord

Mossord

Mossord

Santa Cruz

Serra Negra do Norte
Tenente Laurentino Cruz
Agu

Angicos

Areia Branca

Cerro Cora

Ttau

Jandaira

Lagoa Nova

Lajes

Mossord

Mossord

Mossord

Serra Negra do Norte
Upanema

Upanema

Angicos

Lagoa Nova

Serra Negra do Norte
Touros

Areia Branca

Caigara do Rio do Vento
Cerro Cora

Jandaira

Lagoa Nova

Mossord

Serra Negra do Norte
Upanema

S&o Bento do Norte
Joao Camara

Jodo Camara
Angicos

Mossord

Upanema

Apodi

Arés

-7.489
-7.391
-7.391
-7.391
-7.391
-7.391
-7.391
-7.268
-1.357
-7.391
-7.391
-6.778
-7.489
-7.391
-6.495
-1.479
-7.576
-7.896
-7.896
-7.602
-5.273
-5.577
-5.188
-5.188
-5.577
-5.764
-5.538
-5.666
-5.538
-5.115
-5.63

-5.666
-5.951
-5.188
-5.188
-5.188
-6.229
-6.666
-6.148
-5.577
-5.666
-4.956
-6.046
-5.843
-5.356
-6.096
-5.604
-5.188
-5.188
-5.188
-6.666
-5.63

-5.63

-5.666
-6.096
-6.666
-5.199
-4.956
-5.764
-6.046
-5.356
-6.096
-5.188
-6.666
-5.63

-5.093
-5.538
-5.538
-5.666
-5.188
-5.63

-5.627
-6.194

-36.287
-36.533
-36.808
-36.808
-36.808
-36.533
-36.533
-36.252
-35.441
-36.533
-36.533
-35.697
-36.287
-36.808
-36.159
-37.274
-40.498
-40.072
-40.072
-37.311
-35.383
-36.909
-37.344
-37.344
-36.909
-35.998
-35.827
-36.601
-35.827
-36.634
-37.262
-36.601
-35.926
-37.344
-37.344
-37.344
-36.023
-37.397
-36.719
-36.909
-36.601
-37.137
-36.346
-37.993
-36.128
-36.469
-36.189
-37.344
-37.344
-37.344
-37.397
-37.262
-37.262
-36.601
-36.469
-37.397
-35.461
-37.137
-35.998
-36.346
-36.128
-36.469
-37.344
-37.397
-37.262
-35.959
-35.827
-35.827
-36.601
-37.344
-37.262
-37.807
-35.162
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CHUFPB
CHUFPB
CHUFPB
CHUFPB
CHUFPB
CHUFPB
CHUFPB
LCZIB
CHUFPB
CHUFPB
CHUFPB
CHUFPB
CHUPB
CHUFPB
CHUPB
CHUFPE
CHUFPB
CHURCA
CHURCA
CHUFPE
CLAR
CHSAR
CHSAR
CHSAR
CHSAR
CHUFRN
CHUFPB
CLAR
CLAR
CLAR
CHNUROF
CLAR
CHUFPB
CHNUROF
CHNUROF
CHNUROF
CHUFRN
CHUFPB
CHUFRN
CHSAR
CLAR
CHUFRN
CHUFRN
CLAR
CHUFRN
CHUFRN
CHUFRN
CHSAR
CHSAR
CHSAR
CLAR
CHNUROF
CHNUROF
CLAR
CHUFRN
CHUFRN
CHUFRN
CHUFRN
CHUFRN
CHUFRN
CHUFRN
CHUFRN
CHSAR
CHUFRN
CHNUROF
CLAR
CHUFRN
CLAR
CLAR
CHSAR
CHNUROF
CHNUROF
CHUFRN

Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Jovem
Adulto
Jovem
Jovem
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
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sil013
sil032
sil007
sil027
sil030
sil031
sil014
sil023
sil009
sil028
11047
sil075
sil073
sil057
sil051
sil021
sil026
sil029
sil059
sil055
sil022
sil024
sil025
sil038
sil060
sil058
sil017
sil154
sil162
sill177
sil184
sil183
sil086
sil085
sil088
sil089
sil157
sil193
sil200
sil199
sil067
1062
sil002
si1004
sil156
sil001
sil063
sil065
sil066
sil071
sil064
sil006
sil096
sil188
sil212
sil208
sil214
sil213
sil215
sil207
si1202
sil203
sil045
51204

CHSAR1726
CHUFRNO05736
UFRNCHO04130
CHUFRN04827
CHUFRN05205
CHUFRN05207
CHSAR1539
CHSAR955
UFRNCHO02807
CHUFRNO05674
CHURCA1234
CHUFRN05206
CHSAR915
CLAR7337
CHUFC3712
CHSAR219
CHUFRN02107
CHUFRN05203
CLAR13081
CLAR12794
CHSAR1545
CHSAR1542
CHUFRNO00615
CHUFC4061
CLAR13082
CLAR12787
CHSAR1540
CHUFPB14872
CHUFPB14283
CHUFPB15992
CHUFPEg43
CHUFPB15993
CHUFPE971
CHUFPEg47
CHUFPE972
CHUFPEg849
CHUFPB14875
CHURCA3615
CHUFPB14281
CHUFPB14282
CHUFPB14876
CHUFPB14871
CHUFPEg46
CHUFPEg44
CHUFPB14877
CHUFPEg48
CHUFPB14870
CHUFPB14873
CHUFPB14869
CHUFPB9919
CHUFPB14874
CHUFPEg45
CHSAR760
CHSAR761
IBSP094955
IBSP082790
IBSP046063
IBSP094954
IBSP094953
IBSP090124
IBSP091575
IBSP089800
CHURCA14572
IBSP079766

SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SCé6
SCé6
SC6
SC6
SCé6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC6
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC7
SC1
SC1
SC1
SC1
SC1
SC1
SC1
SC1
SC1
SC1
SC1
SC1

B erythromelas
B_erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B_erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B_erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B_erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B_erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B _erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B _erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B _erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B _erythromelas
B_erythromelas
B_erythromelas
B _erythromelas
B _erythromelas
B_erythromelas
B erythromelas
B _erythromelas
B_erythromelas
B erythromelas
B erythromelas
B_erythromelas
B _erythromelas
B erythromelas
B_erythromelas
B _erythromelas
B _erythromelas
B_erythromelas
B new specie

B new specie

B _new_specie

B new specie

B new specie

B _new_specie

B new specie

B new specie

B _new_specie

B new specie

B new specie

B new_specie

Mossord

Areia Branca
Jodo Camara
Jucurutu
Lagoa Nova
Lagoa Nova
Mossord
Mossord

Santa Cruz
Areia Branca
Jodo Camara
Lagoa Nova
Mossord

Sao Bento do Norte
Upanema

Agu

Guamaré
Lagoa Nova
Angicos
Jardim de Piranhas
Mossord
Mossord

Serra Negra do Norte
Upanema
Angicos
Jardim de Piranhas
Mossord
Buique

Buique
Sertania
Buique
Custodia
Buique

Buique

Buique

Buique

Buique

Inaja

Buique

Buique

Buique

Buique

Buique

Buique

Buique

Buique

Buique

Buique

Buique
Sertania
Buique

Buique

Caetité

Caetité

Rio do Ant6nio
Brumado
Brumado

Rio do Ant6nio
Rio do Antonio
Rio do Antonio
Tanhagu
Caculé

Palmas do Monte Alto
Rio do Ant6nio

-5.188
-4.956
-5.538
-6.034
-6.096
-6.096
-5.188
-5.188
-6.229
-4.956
-5.538
-6.096
-5.188
-5.093
-5.63
-5.577
-5.108
-6.096
-5.666
-6.379
-5.188
-5.188
-6.666
-5.63
-5.666
-6.379
-5.188
-8.623
-8.623
-8.074
-8.623
-8.088
-8.623
-8.623
-8.623
-8.623
-8.623
-8.897
-8.623
-8.623
-8.623
-8.623
-8.623
-8.623
-8.623
-8.623
-8.623
-8.623
-8.623
-8.074
-8.623
-8.623
-14.069
-14.069
-14.411
-14.204
-14.204
-14.411
-14.411
-14.411
-13.962
-14.484
-14.369
-14.411

-37.344
-37.137
-35.827
-37.02

-36.469
-36.469
-37.344
-37.344
-36.023
-37.137
-35.827
-36.469
-37.344
-35.959
-37.262
-36.909
-36.32

-36.469
-36.601
-37.352
-37.344
-37.344
-37.397
-37.262
-36.601
-37.352
-37.344
-37.156
-37.156
-37.264
-37.156
-37.643
-37.156
-37.156
-37.156
-37.156
-37.156
-37.883
-37.156
-37.156
-37.156
-37.156
-37.156
-37.156
-37.156
-37.156
-37.156
-37.156
-37.156
-37.264
-37.156
-37.156
-42.475
-42.475
-42.076
-41.665
-41.665
-42.076
-42.076
-42.076
-41.248
-42.22

-42.99

-42.076
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CHSAR
CHUFRN
CHUFRN
CHUFRN
CHUFRN
CHUFRN
CHSAR
CHSAR
CHUFRN
CHUFRN
CHURCA
CHUFRN
CHSAR
CLAR
CHNUROF
CHSAR
CHUFRN
CHUFRN
CLAR
CLAR
CHSAR
CHSAR
CHUFRN
CHNUROF
CLAR
CLAR
CHSAR
CHUFPB
CHUFPB
CHUFPB
CHUFPE
CHUFPB
CHUFPE
CHUFPE
CHUFPE
CHUFPE
CHUFPB
CHURCA
CHUFPB
CHUFPB
CHUPB
CHUPB
CHUFPE
CHUFPE
CHUFPB
CHUFPE
CHUPB
CHUPB
CHUPB
CHUPB
CHUPB
CHUFPE
CHSAR
CHSAR
LCZIB
LCZIB
LCZIB
LCZIB
LCZIB
LCZIB
LCZIB
LCZIB
CHURCA
LCZIB

Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Jovem
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Jovem
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
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Tabela S3. Variaveis morfologicas avaliadas.

Abreviatura em Abreviatura em Legenda
inglés portugués

cont CSL CANT Tamanho da escama cantal
cont EPD DOF Disténcia entre o olho e a fosseta
cont HH ACAB Altura da cabega
cont HL CCAB comprimento da cabeca
cont HW LCAB largura da cabeca
cont InD DIN Distancia internasal
cont_InOD DIO Disténcia interorcular
cont MBH AMC Altura do meio do corpo
cont MBW LMC Largura do meio do corpo
cont MSL SMENT Tamanho do sulco mental
cont SVL CRC mm Comprimento rostro-cloacal
cont TL CCAU mm Comprimento da cauda
cont TW LBCAU Largura da base da cauda
disc CSR N°ECANTD Numero de escamas cantais do lado direito
disc DCS N°DCP Numero de escamas dorso cefalica
disc DoBR N°MDLC Numero de manchas dorsolaterais até a cloaca
disc DSA DA Numero de escamas na diagonal anterior
disc_ DSM DM Numero de escamas na diagonal meio do corpo
disc_ DSP DP Numero de escamas na diagonal posterior
disc_GuS N°GUL Numero de escamas gulares
disc ILSL ILE Infralabiais do lado esquerdo
disc ILSOSL ILCFOE Infralabiais em contato com a faixa ocular do lado esquerdo
disc ILSOSR ILCFOD Infralabiais em contato com a faixa ocular do lado direito
disc_ILSR ILD Infralabiais do lado direito
disc_InO4SLL N°EO4°LE Numero de escamas entre a 4 escama labial e o olho do lado esquerdo
disc_InO4SLR N°EO4°LD Numero de escamas entre a 4 escama labial e o olho do lado direito
disc_InSO N°ISO Numero de escamas intersupraocular
disc_ NsSOL NECSOE Escamas em contato com as supraoculares do lado esquerdo
disc NsSOR N°ECSOD Escamas em contato com as supraoculares do lado direito
disc PFVS N°PFV Numero de escamas Préfoveais
disc_SLSL SLE supralabiais do lado esquerdo
disc_SLSOSL SLCFE supralabiais em contato com a faixa ocular do lado esquerdo
disc SLSOSR SLCFOD supralabiais em contato com a faixa ocular do lado direito
disc_SLSR SLD Supralabiais do lado direito
disc_SuOS N°SOC Numero de escamas suboculares
disc_SuS N°SUBCAU Numero de subcaudais
disc_VeS n°VEM Numero de ventrais
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Tabela S4. Lista de outliers removidos de andlise exploratdria para cada variavel e cada conjunto de
dados especifico.

Variable Outlier removed
Dataset_ OTUSO01 Dataset_ OTUS02

disc_VeS

disc_SuS

disc_ILSOSR
disc_ILSOSL
disc_DSP

disc_ DoBR
disc_DCS
disc DSA

disc_ DSM

disc_InSO
disc_InS
disc_ NsSOR
disc_ NsSOL
disc_SLSR

disc_SLSL

disc_ILSR
disc ILSL
disc SLSOSR

sil212
sil212; sil045

s11052; sil210; sil195; sil118; sil111; sil194; sil145;
sil048; sil036; sil042; sil011; sil018; sil019; sil044;
sil034; sil148; sil016; sil091; sil112; sill115; sil015;
sil105; sil097; sil106; sil189; sil099; sil084; sil043;
sil007; sil028; sil047; sil075; sil057; sil022; sil024;

sil017

sil212
sil212; sil045

sil052; sil210; sil195; sil118; sil111; sil194; sil145;
si11048; sil036; sil042; sil011; sil018; sil019; sil044;
sil034; sil148; sil016; sil091; sil112; sil115; sil015;
sil105; sil097; sil106; sil189; sil099; sil084; sil043;
sil007; sil028; sil047; sil075; sil057; sil022; sil024;
sil017

sil154; sil085; sil157; sil193; si1200; si1199; sil062;

sil066

s11052; sil083; sil177; sil085; sil193; si1200; sil062;
sil004; sil156; sil001; sil065; sil064

sil052; sil083; sil149; sil081; sil192; sil117; sil126;  sil052; sil083; sil149; sil081; sil192; sill117; sil126;
si11036; sil068; sil160; sil041; sil168; sil176; sil180; sil036; sil068; sil160; sil041; sil168; sil176; sil180;
sil165; sil169; sil170; sil167; sil175; sil164; sil076;  sill165; sil169; sil170; sil167; sil175; sil164; sil076;
sil101; sil016; sil091; sil161; sil015; sil143; sil107;  sill101; sil016; sil091; sil161; sil015; sil143; sil107;
sil103; sil097; sil130; sil108; sil093; sil113; sil008; sil103; sil097; sil130; sil108; sil093; sil113; sil008;
s11043; sil007; sil058; sil200; sil062; sil004; sil156;  sil043; sil007; sil058; si1200; sil062; si1004; sil156;

sil001; sil064

sil081; sil197; sill111; sil126; sil068; sil165; sil169;
sil170; sil070; sil003; sil101; sil144; sil112; sil015;
sil143; sil107; sil098; sil130; sil131; sil109; sil099;
sil007; sil057; sil029; sil038; sil177; sil200; sil004;

sil071; sil064

sil081; sil197; sil117; sil126; si1095; sil076; sil187;
sil091; sil015; sil107; sil097; sil130; sil108; sil093;
sil008; sil013; sil007; sil024; sil004; sil001

sil001; sil064

sil081; sil197; sil111; sil126; sil068; sil165; sil169;
sil170; sil070; sil003; sil101; sil144; sil112; sil015;
sil143; sil107; sil098; sil130; sil131; sil109; sil099;
sil007; sil057; si1029; sil038; sil177; sil200; sil004;
sil071; sil064

sil081; sil197; sil117; sil126; sil095; sil076; sil187;
sil091; sil015; sil107; sil097; sil130; sil108; sil093;
sil008; sil013; sil007; sil024; sil004; sil001



189

disc_ SLSOSL sil197; sil126; sil095; sil076; sil187; sil016; sil091; sil197; sil126; sil095; sil076; sil187; sil016; sil091;
sil015; sil107; sil098; sil130; sil109; sil093; sil007; sil015; sil107; sil098; sil130; sil109; sil093; sil007;
sil027; sil021; sil024; sil004 sil027; sil021; sil024; sil004

disc_ CSR sil118; sil116; sil011; sil033; sil087; sil076; sil003;  sil005; sil118; sil116; sil011; si1033; sil087; sil076;
s11094; sil091; sil090; sil102; sil185; sil099; sil093;  sil003; sil094; si1091; sil090; sil102; sil185; sil099;
sil008; sil010; sil007; sil023; sil047; sil021; sil193;  sil093; sil008; sil010; sil007; sil023; sil047; sil021;
si1002 sil184; sil086; sil085; sil088; sil089; si1004; sil001;
sil006

disc_PFVS
disc_SuOS sil086; sil193

disc_InO4SLR sil195; sil197; sil118; sil135; sil129; sil198; sil119;  sil195; sil197; sil118; sil135; sil129; sil198; sil119;
s11018; s11020; sil082; sil087; sil076; sil003; sil090;  sil018; sil020; si1082; sil087; sil076; sil003; sil090;
s11092; sil008; sil007; si1021; s11026 si1092; sil008; sil007; si1021; sil026; sil086; sil088;

si1002; sil006

disc_InO4SLL sil195; sil197; sil118; sil135; sil127; sil194; sil129;  sil195; sil197; sil118; sil135; sil127; sil194; sil129;
sil198; sil119; sil018; si1020; sil019; sil082; sil087;  sil198; sil119; sil018; si1020; si1019; sil082; sil087;
s11076; si1003; si1090; sil008; sil007; sil021; sil026 sil076; sil003; sil090; sil008; sil007; sil021; sil026;

sil086; sil088; sil002; sil006

disc_GuS

cont MSL sil207; sil102 sil207

cont CSL s11094; si1090; sil102; sil099 si1090; sil102
cont TL sil083

cont TW sil083

cont SVL sil207; sil083 sil207

cont InD sil207 sil207

cont MBH

cont MBW sil188; sil207 sil179; sil147; sil188; sil207
cont_ InOD sil188; sil207 sil188; sil207
cont HL sil207 sil207

cont HH sil083

cont HW sil207 sil207

cont EPD
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Tabela S5. Lista de variaveis ndo estimadas para todos os individuos de um OTUs removida das
analises multivariadas para cada conjunto de dados especifico.

Variable Outlier removed
Dataset_OTUSO01 Dataset_OTUS02

disc_VeS

disc_SuS

disc_ILSOSR
disc_ILSOSL

disc_ DSP

disc_ DoBR
disc_ DCS

disc DSA

disc DSM

disc_InSO
disc_InS
disc_ NsSOR
disc NsSOL

disc_ SLSR

disc_SLSL

disc_ILSR

disc_ILSL

disc_SLSOSR

disc_SLSOSL

disc_ CSR

disc_ PFVS

disc_SuOS

sil212
sil212; sil045

sil052; sil210; sil195; sil118; sil111; sil194; sil145;
si1048; sil036; sil042; sil011; sil018; sil019; sil044;
si1034; sil148; sil016; sil091; sil112; sil1 15; sil015;
sil105; sil097; sil106; sil189; sil099; sil084; sil043;
si1007; sil028; sil047; sil075; sil057; sil022; sil024;
sil017

sil154; sil085; sil157; sil193; sil200; sil199; sil062;
sil066

si1052; sil083; sil177; sil085; sil193; sil200; sil062;
si1004; sil156; sil001; sil065; sil064

si1052; sil083; sil149; sil081; sil192; sil117; sil126;
si1036; sil068; sil160; sil041; sil168; sil176; sil180;
sil165; sil169; sil170; sil167; sil175; sil164; sil076;
sil101; sil016; sil091; sil161; sil015; sil143; sil107;
sil103; sil097; sil130; sil108; sil093; sil113; sil008;
si1043; sil007; sil058; sil200; sil062; sil004; sil156;
sil001; sil064

sil081; sil197; sil111; sil126; sil068; sil165; sil169;
sil170; sil070; sil003; sil101; sil144; sil112; sil015;
sil143; sil107; sil098; sil130; sil131; sil109; sil099;
sil007; sil057; sil029; sil038; sil177; sil200; sil004;
sil071; sil064

sil081; sil197; sil117; sil126; sil095; sil076; sil187;
sil091; sil015; sil107; sil097; sil130; sil108; sil093;
sil008; sil013; sil007; sil024; sil004; sil001

sil197; sil126; sil095; sil076; sil187; sil016; sil091;
sil015; sil107; sil098; sil130; sil109; sil093; sil007;
sil027; sil021; sil024; sil004

sil118; sil116; sil011; sil033; sil087; sil076; sil003;
sil094; sil091; sil090; sil102; sil185; sil099; sil093;
sil008; sil010; sil007; sil023; sil047; sil021; sil193;
sil002

sil086; sil193

sil212
sil212; sil045

sil052; sil210; sil195; sil118; sil111; sil194; sil145; sil048;
si1036; sil042; sil011; sil018; sil019; sil044; sil034; sil148;
sil016; sil091; sil112; sil115; sil015; sil105; sil097; sil106;
si1189; sil099; sil084; sil043; sil007; sil028; sil047; sil075;
sil057; sil022; sil024; sil017

si1052; sil083; sil149; sil081; sil192; sil117; sil126; sil036;
si1068; sil160; sil041; sil168; sil176; sil180; sil165; sil169;
sil170; sil167; sil175; sil164; sil076; sil101; sil016; sil091;
sil161; sil015; sil143; sil107; sil103; sil097; sil130; sil108;
si1093; sil113; sil008; sil043; sil007; sil058; sil200; sil062;
si1004; sil156; sil001; sil064

sil081; sil197; sil111; sil126; sil068; sil165; sil169; sil170;
si1070; sil003; sil101; sil144; sil112; sil015; sil143; sil107;
sil098; sil130; sil131; sil109; sil099; sil007; sil057; sil029;
sil038; sil177; sil200; sil004; sil071; sil064

sil081; sil197; sil117; sil126; sil095; sil076; sil187; sil091;
sil015; sil107; sil097; sil130; sil108; sil093; sil008; sil013;
sil007; sil024; sil004; sil001

sil197; sil126; sil095; sil076; sil187; sil016; sil091; sil015;
sil107; sil098; sil130; sil109; sil093; sil007; sil027; sil021;
si1024; sil004

sil005; sil118; sil116; sil011; sil033; sil087; sil076; sil003;
s$i11094; sil091; sil090; sil102; sil185; sil099; sil093; sil008;
sil010; sil007; sil023; sil047; sil021; sil184; sil086; sil085;
sil088; sil089; sil004; sil001; sil006
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disc_InO4SLR sil195; sil197; sil118; sil135; sil129; sil198; sil119; sil195; sil197; sil118; sil135; sil129; sil198; sil119; sil018;
sil018; sil020; sil082; sil087; sil076; sil003; sil090; si1020; sil082; sil087; sil076; sil003; sil090; sil092; sil008;
5il092; sil008; sil007; sil021; sil026 sil007; sil021; sil026; sil086; sil088; sil002; sil006

disc_InO4SLL sil195; sil197; sil118; sil135; sil127; sil194; sil129; sil195; sil197; sil118; sil135; sil127; sil194; sil129; sil198;
sil198; sil119; sil018; sil020; sil019; sil082; sil087; sil119; sil018; sil020; sil019; sil082; sil087; sil076; sil003;
sil076; sil003; sil090; sil008; sil007; sil021; sil026 s11090; sil008; sil007; sil021; sil026; sil086; sil088; sil002;

sil006

disc_GuS

cont MSL

cont_ CSL sil188; sil00; si1094; sil090; sil102; sil099; sil093; sil188
sil008; sil010; sil007

cont_TL

cont TW

cont SVL si1207; sil037; sil059; sil060 si1037; sil059; sil060; sil207

cont_InD sil043 sil043

cont MBH si1208; sil193; sil001 si1208

cont MBW

cont_InOD si1093 si1037; sil059; sil060

cont HL si1037; sil059; sil060 si1207

cont HH si1034; sil003 sil034; sil003

cont HW sil032

cont EPD sil033 sil033

Tabela S6. Lista de variaveis que apresentam variancia zero removidas das analises multivariadas para
cada conjunto de dados especifico

dataset Variables removed

OTUs01 disc_InS; disc_SLSR; disc_SLSL; disc_ SLSOSR; disc. SLSOSL

OTUs02 disc_InS; disc_ SLSR; disc_SLSL; disc SLSOSR; disc SLSOSL; disc_ CSR; disc_InO4SLR; disc_InO4SLL
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Tabela S7. Lista com os resultados dos testes de dimorfismo sexual para cada variavel de cada
conjunto de dados especifico.

variables Test P. value
Dataset_OTUs01 Dataset_OTUs02
disc_VeS Wilcoxon 0 0
disc_SuS Wilcoxon 0 0
disc_ILSOSR Wilcoxon 09114 09114
disc_ILSOSL Wilcoxon 0.638 0.638
disc_DSP Wilcoxon 0.5729 0.5729
disc_ DoBR Wilcoxon 0 0
disc_DCS Wilcoxon 0.3269 0.3269
disc_DSA Wilcoxon 0.002 3e-04
disc DSM Wilcoxon le-04 0
disc_InSO Wilcoxon 0.0483 0.0483
disc_ NsSOR Wilcoxon 0.0309 0.0309
disc NsSOL Wilcoxon 0.254 0.254
disc_ILSR Wilcoxon 0.0014 0.0014
disc_ILSL Wilcoxon 0.0234 0.0234
disc. CSR Wilcoxon 1
disc_ PFVS Wilcoxon 0.022 0.022
disc_SuOS Wilcoxon 0.5792 0.5545
disc_InO4SLR Wilcoxon 0.8019
disc_InO4SLL Wilcoxon 0.7982
disc_GuS Wilcoxon 0.059 0.059
cont MSL Wilcoxon 0.4616 0.4616
cont_ CSL T 0.9777 0.7204
cont_TL Wilcoxon 0 0
cont TW T 0 0
cont_SVL T 0.0025 0.0025
cont_InD T 0.1324 0.1324
cont MBH T 0.4953 0.5054
cont. MBW T 0.0194 0.0194
cont_InOD T 0.1767 0.1767
cont_ HL T 0.1685 0.1061
cont HH T 0.6414 0.6414
cont HW T 0.3059 0.2136

cont_EPD T 0.5438 0.5438
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Tabela S8. Lista de estatisticas resumidas para o conjunto de dados da OTUs01

SC3.4.5 SC6 SC7 SC1
Variables
female male female male female male female male
VeS range=148- range=141- range=140- range=139- range=146- range=140- range=157- range=154-
153, n=5, 153, n=7, 154, n=92, 154, n=66, 154, n=12, 152, n=13, 162, n=8, 160, n=4,
x=151.6, x=146.43, x=150.72, x=146.48, x=150, x=145.92, x=159.38, x=158.25,
s=2.19, s=4.5,m=146  s=2.55, s=3.05, 5=2.86, s=3.5,m=146  s=1.69, s=2.87,
m=153 m=151 m=146 m=150.5 m=159.5 m=159.5
SuS range=31-39, range=38-47, range=31-40, range=40-48, range=32-39, range=40-51, range=34-42, range=42-45,
n=5, x=36.6, n=7, x=42.57, 1n=92, n=65, n=12, n=13, n=8, x=37.88, n=4, x=43.75,
s=3.21, m=38 s=3.21, m=42  x=36.12, x=42.72, x=35.33, x=42.31, s=3.18, s=1.5, m=44
s=1.93, m=36 s=2.1, m=42 §=2.06, m=35 s=2.81, m=42 m=38.5
ILSOSR range=2-3, range=2-3, range=2-4, range=2-3, range=2-3, range=2-3, range=1-1, range=1-1,
n=5, x=2.6, n=6, x=2.17, n=87, x=2.31, n=62, x=2.27, n=12, x=2.42, n=13, x=2.62, n=7,x=1,s=0, n=4,x=1,s=0,
s=0.55, m=3 s=0.41, m=2 $s=0.49, m=2 s=0.45, m=2 s=0.51, m=2 s=0.51, m=3 m=1 m=1
ILSOSL range=2-3, range=2-3, range=2-4, range=2-3, range=2-3, range=2-3, range=1-1, range=1-1,
n=5, x=2.6, n=6, x=2.17, n=87, x=2.31, n=61, x=2.28, n=12, x=2.42, n=13, x=2.69, n=7,x=1,5=0, n=3,x=1,s=0,
s=0.55, m=3 s=0.41, m=2 $s=0.49, m=2 $s=0.45, m=2 s=0.51, m=2 s=0.48, m=3 m=1 m=1
DSP range=17-17, range=17-17, range=17-17, range=17-17, range=17-17, range=17-17, range=17-19, range=19-19,
n=5, x=17, =n=5, x=17, ~n=77, x=17, =n=47, x=17, n=12, x=17, n=13, x=17, n=8, x=18, =n=4, x=19,
s=0, m=17 s=0, m=17 s=0, m=17 s=0, m=17 s=0, m=17 s=0, m=17 s=1.07, m=18 s=0, m=19
DoBR range=17-23, range=15-21, range=14-23, range=14-22, range=19-22, range=18-22, range=17-24, range=21-26,
n=5, x=20.4, n=6, x=18.17, n=8§, n=63, n=12, n=12, x=20, n=8, x=21.5, n=4, x=24,
s=2.41, m=21 §=2.32, x=19.59, x=17.97, x=20.92, s=1.28, m=20  s=2.51, s=2.16,
m=18.5 $=2.12, m=20  s=1.98, m=18  s=1.24, m=21.5 m=24.5
m=21.5
DCS range=19-19, range=20-21, range=15-22, range=16-21, range=17-22, range=16-19, range=20-23, range=20-25,
n=l, x=19, n=2, x=20.5, n=60, n=49, n=6, x=19.67, n=4, x=17.25, n=4, x=22, n=4, x=22.5,
s=NA, m=19 s=0.71, x=18.63, x=18.39, s=1.97, m=20 s=1.26,m=17 s=141, s=2.08,
m=20.5 s=1.74,m=19  s=1.69, m=18 m=22.5 m=22.5
DSA range=19-21, range=19-22, range=16-23, range=19-21, range=19-19, range=19-19, range=21-23, range=21-23,
n=3, x=20.33, n=6, x=20, 1n=92, n=66, n=7, x=19, n=10, x=19, n=4, x=22.5, n=4, x=22.5,
s=1.15, m=21 s=1.26, x=19.99, x=19.45, s=0, m=19 s=0, m=19 s=1, m=23 s=1, m=23
m=19.5 s=1.14, m=20 s=0.83, m=19
DSM range=21-21, range=21-21, range=18-23, range=17-21, range=21-21, range=21-21, range=21-23, range=21-23,
n=3, x=21, n=4, x=21, n=92, n=66, n=8, x=21, n=7, x=21, n=4, x=22, n=4, x=21.5,
s=0, m=21 s=0, m=21 x=20.43, s=1, x=19.67, s=1, s=0, m=21 s=0, m=21 s=1.15, m=22 s=1, m=21
m=21 m=19
InSO range=5-5, range=3-4, range=3-0, range=3-7, range=3-7, range=3-3, range=5-6, range=4-6,
n=1, x=5, n=2, x=3.5, n=60, x=4.48, n=48, x=4.33, n=6, x=4.83, n=4,x=3,s=0, n=4, x=5.5, n=4, x=5,
s=NA, m=5 s=0.71, m=3.5 s=0.91, m=5 s=0.91, m=5 s=1.33, m=5 m=3 s=0.58, m=5.5 s=0.82, m=5
InS range=1-1, range=1-1, range=1-1, range=1-1, range=1-1, range=1-1, range=1-1, range=1-1,
n=1, x=1, n=2,x=1,s=0, n=60, x=1, n=50, x=1, n=6,x=1,s=0, n=4,x=1,s=0, n=4,x=1,s=0, n=4,x=1,s=0,
s=NA, m=1 m=1 s=0, m=1 s=0, m=1 m=1 m=1 m=1 m=1
NsSOR range=10-10, range=10-10, range=7-11, range=7-12, range=9-10, range=8-11, range=10-11, range=9-11,
n=l, x=10, n=2, "x=10, n=60, x=9.02, n=48,x=9.44, n=6, x=9.33, n=4, x=9.5, n=4, x=10.25, n=4, x=9.75,
s=NA, m=10 s=0, m=10 s=0.75, m=9 s=1.05, m=9 $s=0.52, m=9 s=1.29,m=9.5 s=0.5, m=10 s=0.96, m=9.5
NsSOL range=10-10, range=8-10, range=38-12, range=7-12, range=8-11, range=9-11, range=9-11, range=9-11,

n=1, x=10, n=2, x=9, 1n=60, x=9.32, n=49, x=9.51, n=6, x=9.67, n=4, x=9.5, n=4, x=10, n=4, x=10.25,
s=NA, m=10 s=1.41, m=9 s=0.85, m=9 s=1.08, m=10 s=1.21,m=9.5 s=1,m=9 s=0.82, m=10
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SLSR

SLSL

ILSR

ILSL

SLSOSR

SLSOSL

CSR

PFVS

SuOS

InO4SLR

InO4SLL

GuS

MSL

CSL

TL

range=38-8,
n=3, x=8, s=0,
m=8

range=38-8,
n=3, x=8, s=0,
m=8

range=9-10,
n=3, x=9.67,
$s=0.58, m=10

range=9-10,
n=3, x=9.67,
s=0.58, m=10

range=4-4,
n=1, x=4,
s=NA, m=4

range=4-4,
n=1, x=4,
s=NA, m=4

range=1-1,
n=l, x=1,
s=NA, m=1

range=3-3,
n=1, x=3,
s=NA, m=3

range=1-1,
n=1, x=1,
s=NA, m=1

range=2-2,
n=1, xX=2,
s=NA, m=2

range=2-2,
n=1, x=2,
s=NA, m=2

range=3-3,
n=1, x=3,
s=NA, m=3

range=6.95-
6.95, n=1,
x=6.95,
s=NA,
m=6.95

range=0.71-
0.71, n=l,
x=0.71,
s=NA,

m=0.71

range=53.79-
65.86, n=3,
x=60.88,
s=6.31,
m=62.99

range=38-8,
n=4, x=8, s=0,
m=8
range=38-8,
n=6, x=8, s=0,
m=8
range=9-10,
n=6, x=9.33,
$=0.52, m=9
range=9-11,
n=6, x=9.67,
$s=0.82, m=9.5
range=4-4,
n=2, x=4, s=0,
m=4
range=4-4,
n=2, x=4, s=0,
m=4
range=1-2,
n=2, x=1.5,
s=0.71, m=1.5
range=2-3,
n=2, x=2.5,
s=0.71, m=2.5
range=1-2,
n=2, x=1.5,
s=0.71, m=1.5
range=2-2,
n=2, x=2, s=0,
m=2
range=2-2,
n=2, x=2, s=0,
m=2
range=4-5,
n=2, x=4.5,
s=0.71, m=4.5
range=5.78-
9.09, n=2,
x=7.44,
s=2.34,
m=7.44
range=0.82-
2.56, n=2,
x=1.69,
s=1.23,
m=1.69
range=61.33-
72.81, n=5,
x=68.21,
s=4.29,
m=69.62

range=38-8,
n=65, x=8,
s=0, m=8
range=8-8,
n=73, x=8§,
s=0, m=8
range=8-12,
n=91, x=9.87,
s=0.81, m=10
range=7-11,
n=91, x=9.73,
s=0.84, m=10
range=4-4,
n=47, x=4,
s=0, m=4
range=4-4,
n=48, x=4,
s=0, m=4
range=1-1,
n=50, x=1,
s=0, m=1
range=1-5,
n=60, x=2.3,
§=0.72, m=2
range=1-4,
n=60, x=1.72,
s=0.85, m=1.5
range=2-2,
n=51, X=2,
s=0, m=2
range=2-2,
n=50, x=2,
s=0, m=2
range=3-6,
n=60, x=4.03,
5=0.69, m=4
range=3.01-
9.96, n=59,
x=6.22,
s=1.69, m=5.9
range=0.29-
2.67, n=56,
x=1.21,
5=0.54,
m=1.12
range=23.36-
86.17, n=92,
x=57,
s=14.71,
m=58.42

range=8-8,
n=54, x=8,
s=0, m=8

range=8-8,
n=56, x=8,
s=0, m=8

range=7-11,
n=64, x=9.52,
$s=0.76, m=9.5

range=8-11,
n=63, x=9.44,
s=0.71, m=9

range=4-4,
n=44, x=4,
s=0, m=4

range=4-4,
n=43, x=4,
s=0, m=4

range=1-1,
n=39, x=I,
s=0, m=1

range=1-3,
n=49, x=1.88,
5=0.7, m=2

range=1-4,
n=48, x=1.6,
$s=0.79, m=1

range=2-2,
n=38, x=2,
s=0, m=2

range=2-2,
n=37, x=2,
s=0, m=2

range=3-6,
n=49, x=4.24,
$s=0.69, m=4

range=3.57-
7.82, n=48,
x=5.79,
s=1.05,
m=5.89

range=0.48-
297, n=48,
x=1.26,
s=0.65,
m=1.01

range=26.71-
88.9, n=66,
x=62.60,
s=14.78,
m=64.48

range=8-8,
n=11, x=8,
s=0, m=8

range=8-8,
n=10, x=8,
s=0, m=8

range=10-11,
n=12,
x=10.58,
s=0.51, m=11

range=10-11,
n=12, x=10.5,
s=0.52,
m=10.5

range=4-4,
n=6, x=4, s=0,
m=4

range=4-4,
n=6, x=4, s=0,
m=4

range=2-2,
n=5, x=2, s=0,
m=2

range=2-3,
n=6, x=2.33,
s=0.52, m=2

range=2-2,
n=4, x=2, s=0,
m=2

range=2-3,
n=6, x=2.33,
s=0.52, m=2

range=2-3,
n=6, x=2.33,
5=0.52, m=2

range=4-6,
n=6, x=4.5,
s=0.84, m=4

range=4.11-
9.39, n=6,
x=7.16,
s=1.88,
m=7.57

range=0.62-
3.74, n=0,
x=2.7, s=1.09,
m=3.03

range=26.49-
61.59, n=12,
x=47.99,
s=12.51,
m=51.35

range=8-8,
n=8, x=8, s=0,
m=8

range=8-8,
n=10, x=8,
s=0, m=8

range=9-11,
n=13,
x=10.08,
$=0.49, m=10

range=8-11,
n=13, x=9.85,
s=0.8, m=10

range=4-4,
n=2, x=4, s=0,
m=4

range=4-4,
n=3, x=4, s=0,
m=4

range=2-2,
n=3, x=2, s=0,
m=2

range=2-3,
n=4, x=2.75,
s=0.5, m=3

range=2-2,
n=4, x=2, s=0,
m=2

range=2-3,
n=4, x=2.5,
s=0.58, m=2.5

range=2-3,
n=4, x=2.5,
s=0.58, m=2.5

range=4-6,
n=4, X=5,
s=0.82, m=5

range=6.12-
8.94, n=4,
x=7.03,
s=1.31,
m=6.54

range=1.05-
3.57, n=4,
x=2.23,
s=1.06,
m=2.16

range=29.24-
72.53, n=13,
x=58.28,
s=11.62,
m=60.03

range=8-8,
n=4, x=8, s=0,
m=8

range=8-8,
n=4, x=8, s=0,
m=8

range=9-10,
n=4, x=9.75,
s=0.5, m=10

range=9-10,
n=4, x=9.75,
s=0.5, m=10

range=4-4,
n=4, x=4, s=0,
m=4

range=4-4,
n=4, x=4, s=0,
m=4

range=1-1,
n=4, x=1, s=0,
m=1

range=2-3,
n=4, x=2.75,
s=0.5, m=3

range=1-3,
n=4, x=2,
s=0.82, m=2

range=2-2,
n=4, x=2, s=0,
m=2

range=2-2,
n=4, x=2, s=0,
m=2

range=4-5,
n=4, x=4.25,
s=0.5, m=4

range=4.68-
7.46, n=3,
x=6.43,
s=1.53,
m=7.16

range=0.74-
1.5, n=4,
x=1.07,
s=0.36,
m=1.02

range=26.29-
9337, n=4,
x=56.5,
s=28.86,
m=53.16

s=0.96,
m=10.5

range=8-8,
n=4, x=8, s=0,
m=8

range=38-8,
n=4, x=8, s=0,
m=8

range=9-10,
n=4, x=9.75,
s=0.5, m=10

range=9-11,
n=4, x=10.25,
s=0.96,
m=10.5

range=4-4,
n=4, x=4, s=0,
m=4

range=4-4,
n=4, x=4, s=0,
m=4

range=1-1,
n=4, x=1, s=0,
m=1

range=2-3,
n=4, x=2.75,
s=0.5, m=3

range=1-4,
n=4, x=2.25,
s=1.5, m=2

range=2-2,
n=4, x=2, s=0,
m=2

range=2-2,
n=4, x=2, s=0,
m=2

range=4-5,
n=4, x=4.25,
s=0.5, m=4

range=5.28-
7.92, n=4,
x=6.73,
s=1.12,
m=6.87

range=0.66-
1.21, n=4,
x=0.92,
s=0.26, m=0.9

range=54.71-
7542, n=4,
x=69.32,
$=9.78,
m=73.57



™

SVL

InD

MBH

MBW

InOD

HL

HH

HW

EPD

range=6.28-
7.2, n=2,
x=6.74,
s=0.65,
m=6.74

range=390-
512, n=3,
x=441.33,
§=63.26,
m=422

range=3.73-
3.73, n=1,
x=3.73,
s=NA,
m=3.73

range=13.57-
17.05, n=3,
x=14.93,
s=1.86,
m=14.18

range=14.45-
21.12, n=3,
x=17.63,
s=3.35,
m=17.31

range=10.44-
10.44, n=l,
x=10.44,
s=NA,
m=10.44

range=21.69-
2393, n=3,
x=22.58,
s=1.19,
m=22.12

range=9.22-
11.09, n=3,
x=9.88,
s=1.05,
m=9.34

range=12.61-
15, n=3,
x=14.03,
s=1.26,
m=14.48

range=1.55-
1.55, n=1,
x=1.55,
s=NA,
m=1.55

range=6.18-
7.53, n=53,
x=6.98,
s=0.51,
m=7.09

range=369-
456, n=5,
x=403,
s=35.71,
m=395

range=3.52-
4.84, n=2,
x=4.18,
s=0.93,
m=4.18

range=7.46-
14.2, n=6,
x=11.14,
§=2.24,
m=11.02

range=8.99-
16.55, n=6,
x=13.47,
$=3.06,
m=14.07

range=8.82-
11.78, n=2,
x=10.3,
§=2.09,
m=10.3

range=14.55-
23.43, n=6,
x=19.88,
s=3.06,
m=20.22

range=7.28-
8.58, n=5,
x=8.19,
s=0.53,
m=8.47

range=9.26-
14.37, n=6,
x=11.91,
s=1.79,
m=12.22

range=1.75-
1.84, n=2,
x=1.79,
$=0.06,
m=1.79

range=2.92-
11.72, n=72,
x=6.92,
§=2.06,
m=7.16

range=162-
670, n=92,
x=431.32,
s=118.61,
m=444

range=2.21-
596, n=60,
x=3.83,
s=0.84,
m=3.74

range=5.18-
22.89, n=92,
x=13.93,
s=4.2,
m=13.96

range=6.27-
26.9, 1n=92,
x=15.91,
s=4.71,
m=15.58

range=6.41-
12.79, n=60,
x=9.66,
s=1.71,
m=9.86

range=12.32-
29.09, n=91,
x=21.69,
s=4.17,
m=22.13

range=4.94-
14.4, n=91,
x=9.38,
s=1.95,
m=9.56

range=7.07-
2227, n=91,
x=13.64,
s=3.03,
m=13.92

range=0.9-
2.6, n=60,
x=1.7, s=0.43,
m=1.69

range=2.57-
9.9, n=59,
x=6.85,
s=1.73,
m=7.28

range=170-
530,  n=66,
x=377.33,
§=85.33,
m=397

range=1.58-
545, n=49,
x=3.6, s=0.76,
m=3.71

range=3.45-
20.3, n=66,
x=12.03,
s=3.34,
m=12.27

range=5.71-
23.47, n=60,
x=12.95,
s=3.3,
m=12.99

range=5.13-
12.39, n=49,
x=9.14,
s=1.37,
m=9.02

range=11.99-
28.11, n=65,
x=19.32,
s=3.06,
m=19.76

range=4.75-
13.03, n=63,
x=8.47,
s=1.52,
m=8.51

range=6.55-
17.12, n=63,
x=11.69,
§=2.07,
m=11.71

range=0.63-
2.79, n=48,
x=1.63,
s=0.44,
m=1.62

range=4.09-
7.97, n=6,
x=6.3, s=1.47,
m=6.42

range=189-
522, n=12,
x=375.42,
s=108.35,
m=402.5

range=2.56-
5.05, n=6,
x=4.06,
s=0.88, m=4.1

range=3.21-
20.18, n=12,
x=13.07,
s=5.19,
m=14.05

range=7.37-
21.8, n=12,
x=13.91,
s=4.75,
m=13.94

range=6.79-
11.47, n=6,
x=9.34,
s=1.59,
m=9.54

range=13.97-
26.12, n=12,
x=21.09,
s=4.23,
m=21.92

range=6.11-
11.77, n=12,
x=9.06,
s=1.89,
m=9.28

range=8.45-
16.82, n=12,
x=12.59,
§=2.99,
m=13.04

range=1.19-
2.84, n=0,
x=2.07,
s=0.62,
m=1.92

range=5.91-
8.46, n=4,
x=6.78,
s=1.14,
m=6.36

range=163-
444,  n=13,
x=360.69,
s=73.87,
m=377

range=3.63-
4.66, n=4,
x=4.2, s=0.5,
m=4.25

range=6-
1631, n=13,
x=11.78,
s=3.16,
m=12.19

range=7.49-
16.16, n=13,
x=13.37,
s=2.41,
m=13.57

range=7.9-
10.76, n=4,
x=9.36,
s=1.27,
m=9.38

range=13.24-
2442, n=13,
x=19.74,
s=2.83,
m=20.3

range=>5.84-
114, n=13,
x=8.71, s=1.4,
m=8.62

range=8.51-
17.54, n=13,
x=12.73,
§=2.43,
m=12.73

range=1.61-
2.21, n=4,
x=1.9, s=0.26,
m=1.9

195

range=3.13-
13.87, n=4,
x=7.35, s=4.6,
m=6.2

range=196-
449, n=3,
x=331.67,
s=127.49,
m=350

range=2.89-
4.12, n=3,
x=3.41,
s=0.64,
m=3.23

range=4.75-
23.15, n=4,
x=11.08,
s=8.22,
m=8.21

range=12.78-
12.97, n=2,
x=12.88,
s=0.13,
m=12.88

range=9.83-
10.57, n=2,
x=10.2,
s=0.52,
m=10.2

range=13.76-
2039, n=3,
x=17.82,
s=3.56,
m=19.32

range=5.89-
13.72, n=4,
x=8.75,
s=3.44, m=7.7

range=38.35-
14.14, n=3,
x=11.96,
s=3.15,
m=13.38

range=0.89-
2.85, n=4,
x=1.7, s=0.82,
m=1.54

range=5.51-
9.14, n=4,
x=7.317,
s=1.51,
m=7.42

range=351-
491, n=4,
x=434.75,
$=59.49,
m=448.5

range=4.09-
4.73, n=4,
x=4.39,
s=0.31,
m=4.38

range=8.09-
1496, n=4,
x=12.42,
s=3.03,
m=13.31

range=13.27-
15.32, n=4,
x=14.41,
s=0.85,
m=14.52

range=9.32-
10.77, n=4,
x=10.14,
s=0.66,
m=10.25

range=18.55-
22.09, n=4,
x=21.12,
s=1.72,
m=21.93

range=6.75-
9.77, n=4,
x=8.5, s=1.27,
m=8.74

range=11.22-
1433, n=4,
x=12.65,
s=1.28,
m=12.53

range=1.47-
2.19, n=4,
x=1.73,
s=0.33,
m=1.64
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B. erythromelas Bothrops sp.
Variables
female male female male

VeS range=140-154, n=109, range=139-154, n=86, range=157-162, n=8, x=159.38, range=154-160, n=4,
x=150.68, s=2.56, m=151 x=146.4, s=3.21, m=146 s=1.69, m=159.5 x=158.25, s=2.87, m=159.5

SuS range=31-40, n=109, x=36.06, range=38-51, n=85, range=34-42, n=8, x=37.88, range=42-45, n=4, x=43.75,
s=2, m=36 x=42.65, s=2.29, m=42 s=3.18, m=38.5 s=1.5, m=44

ILSOSR range=2-4, n=104, x=2.34, range=2-3, n=81, x=2.32, range=1-1,n=7,x=1, s=0, m=1  range=1-1, n=4, x=1, s=0,
$=0.49, m=2 $s=0.47, m=2 m=1

ILSOSL range=2-4, n=104, x=2.34, range=2-3, n=80, x=2.34, range=1-1, n=7, x=1, s=0, m=1, range=1-1, n=3, x=1, s=0,
$s=0.49, m=2 s=0.48, m=2, m=1,

DSP range=17-17, n=94, x=17, s=0, range=17-17, n=65, x=17, range=17-19, n=8, x=18, range=19-19, n=4, x=19,
m=17 s=0, m=17 s=1.07, m=18 s=0, m=19

DoBR range=14-23, n=105, x=19.78, range=14-22, n=81, range=17-24, n=8, x=21.5, range=21-26, n=4, x=24,
s=2.08, m=20 x=18.28, s=2.03, m=18 s=2.51, m=21.5 §=2.16, m=24.5

DCS range=15-22, n=67, x=18.73,  range=16-21, n=55, range=20-23, n=4, x=22, range=20-25, n=4, x=22.5,
s=1.75, m=19 x=18.38, s=1.71, m=18 s=1.41, m=22.5 s=2.08, m=22.5

DSA range=16-23, n=107, x=20, range=18-22, n=85, range=21-23, n=4, x=22.5, s=1, range=21-23, n=4, x=22.5,
s=1.17, m=20 x=19.41, s=0.85, m=19 m=23 s=1, m=23

DSM range=18-23, n=107, x=20.57, range=17-21, n=85, range=21-23, n=4, x=22, range=21-23, n=4, x=21.5,
s=1.02, m=21 x=19.79, s=1.01, m=19 s=1.15, m=22 s=1, m=21

InSO range=3-7, n=67, x=4.52, range=3-7, n=54, x=4.2, range=5-6, n=4, x=5.5, s=0.58,  range=4-6, n=4, x=5, s=0.82,
$s=0.94, m=5 s=0.94, m=4 m=5.5 m=5

InS range=1-1, n=67, x=1, s=0, range=1-1, n=56, x=1, s=0, range=1-1, n=4, x=1, s=0, m=1 range=1-1, n=4, x=1, s=0,
m=1 m=1 m=1

NsSOR range=7-11, n=67, x=9.06, range=7-12, n=54, x=9.46, range=10-11, n=4, x=10.25, range=9-11, n=4, x=9.75,
s=0.74, m=9 s=1.04, m=9 s=0.5, m=10 $s=0.96, m=9.5

NsSOL range=8-12, n=67, x=9.36, range=7-12, n=55, x=9.49, range=9-11, n=4, x=10, s=0.82, range=9-11, n=4, x=10.25,
$s=0.88, m=9 s=1.07, m=10 m=10 $s=0.96, m=10.5

SLSR range=8-8, n=79, x=8, s=0, range=8-8, n=66, x=8, s=0, range=38-8, n=4, x=8, s=0, m=8  range=8-8, n=4, x=8§, s=0,
m=8 m=8 m=8

SLSL range=8-8, n=86, x=8, s=0, range=8-8, n=72, x=8, s=0, range=38-8, n=4, x=8, s=0, m=8  range=8-8, n=4, x=8§, s=0,
m=8 m=8 m=8

ILSR range=8-12, n=106, x=9.94, range=7-11, n=83, x=9.59, range=9-10, n=4, x=9.75, s=0.5, range=9-10, n=4, x=9.75,
s=0.8, m=10 s=0.73, m=10 m=10 s=0.5, m=10

ILSL range=7-11, n=106, x=9.81, range=8-11, n=82, x=9.52, range=9-10, n=4, x=9.75, s=0.5, range=9-11, n=4, x=10.25,
$s=0.84, m=10 s=0.74, m=10 m=10 $=0.96, m=10.5

SLSOSR range=4-4, n=54, x=4, s=0, range=4-4, n=48, x=4, s=0, range=4-4, n=4, x=4, s=0, m=4  range=4-4, n=4, x=4, s=0,
m=4 m=4 m=4

SLSOSL range=4-4, n=55, x=4, s=0, range=4-4, n=48, x=4, s=0,  range=4-4, n=4, x=4, s=0, m=4  range=4-4, n=4, x=4, s=0,
m=4 m=4 m=4

CSR range=1-1, n=52, x=1, s=0, range=1-1, n=41, x=1,s=0, range=1-1,n=4,x=1,s=0, m=1 range=1-1, n=4, x=1, s=0,
m=1 m=1 m=1

PFVS range=1-5, n=67, x=2.31, range=1-3, n=55, x=1.96, range=2-3, n=4, x=2.75,s=0.5,  range=2-3, n=4, x=2.75,

s=0.7, m=2

$=0.72, m=2

m=3

s=0.5, m=3



SuOS

InO4SLR

InO4SLL

GuS

MSL

CSL

TL

™

SVL

InD

MBH

MBW

InOD

HL

HH

HW

EPD

range=1-4, n=67, x=1.73,
$s=0.83, m=2

range=2-2, n=56, x=2, s=0,
m=2

range=2-2, n=55, x=2, s=0,
m=2

range=3-6, n=67, x=4.06,
$=0.72, m=4

range=3.01-10.55, n=67,
x=6.38, s=1.77, m=6.28

range=0.29-3.74, n=65,
x=1.41, s=0.82, m=1.16

range=23.36-86.17, n=107,
x=56.09, s=14.54, m=57.4

range=2.92-11.72, n=80,
x=6.86, s=2, m=7.12

range=162-670, n=107,
x=425.33, s=117.01, m=440

range=2.21-5.96, n=67,
x=3.85, s=0.83, m=3.78

range=3.21-22.89, n=107,
x=13.86, s=4.25, m=13.97

range=6.27-25.88, n=105,
x=15.53, s=4.48, m=15.47

range=6.41-12.79, n=67,
x=9.65, s=1.68, m=9.83

range=12.32-29.09, n=106,
x=21.65, s=4.1, m=22.07

range=4.94-14.4, n=106,
x=9.36, s=1.92, m=9.54

range=7.07-22.27, n=106,
x=13.53, s=2.99, m=13.88

range=0.9-2.84, n=67, x=1.73,
$s=0.46, m=1.73

range=1-4, n=54, x=1.63,
$s=0.76, m=1

range=2-2, n=42, x=2, s=0,
m=2

range=2-2, n=41, x=2, s=0,
m=2

range=3-6, n=55, x=4.31,
s=0.72, m=4

range=3.57-9.09, n=54,
x=5.94, s=1.17, m=5.96

range=0.48-3.57, n=54,
x=1.34, s=0.74, m=1.08

range=26.71-88.9, n=85,
x=61.96, s=14.3, m=63.76

range=2.57-9.9, n=69,
x=6.81, s=1.67, m=7.13

range=163-530, n=85,
x=374.04, s=83.58, m=390

range=1.58-5.45, n=55,
x=3.67, s=0.76, m=3.74

range=3.45-20.3, n=85,
x=11.93, s=3.23, m=12.19

range=5.71-23.47, n=85,
x=13.05, s=3.14, m=13.03

range=5.13-12.39, n=55,
x=9.2, s=1.38, m=9.02

range=11.99-28.11, n=84,
x=19.42, s=3, m=19.85

range=4.75-13.03, n=82,
x=8.45, s=1.5, m=8.5

range=6.55-17.54, n=82,
x=11.87,s=2.12, m=11.85

range=0.63-2.79, n=54,
x=1.66, s=0.42, m=1.69

range=1-3, n=4, x=2, s=0.82,
m=2

range=2-2, n=4, x=2, s=0, m=2

range=2-2, n=4, x=2, s=0, m=2

range=4-5, n=4, x=4.25, s=0.5,

m=4

range=4.68-7.46, n=3, x=6.43,
s=1.53, m=7.16

range=0.74-1.5, n=4, x=1.07,
$s=0.36, m=1.02

range=26.29-93.37, n=4,
x=56.5, s=28.86, m=53.16

range=3.13-13.87, n=4, x=7.35,
s=4.6, m=6.2

range=196-449, n=3, x=331.67,
s=127.49, m=350

range=2.89-4.12, n=3, x=3.41,
s=0.64, m=3.23

range=4.75-23.15, n=4,
x=11.08, s=8.22, m=8.21

range=12.78-12.97, n=2,
x=12.88, s=0.13, m=12.88

range=9.83-10.57, n=2, x=10.2,
s=0.52, m=10.2

range=13.76-20.39, n=3,
x=17.82, s=3.56, m=19.32

range=5.89-13.72, n=4, x=8.75,
s=3.44, m=7.7

range=8.35-14.14, n=3,
x=11.96, s=3.15, m=13.38

range=0.89-2.85, n=4, x=1.7,
s=0.82, m=1.54
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range=1-4, n=4, x=2.25,
s=1.5, m=2

range=2-2, n=4, x=2, s=0,
m=2

range=2-2, n=4, x=2, s=0,
m=2

range=4-5, n=4, x=4.25,
s=0.5, m=4

range=5.28-7.92, n=4,
x=6.73, s=1.12, m=6.87

range=0.66-1.21, n=4,
x=0.92, s=0.26, m=0.9

range=54.71-75.42, n=4,
x=69.32, s=9.78, m=73.57

range=5.51-9.14, n=4,
x=7.37,s=1.51, m=7.42

range=351-491, n=4,
x=434.75, s=59.49, m=448.5

range=4.09-4.73, n=4,
x=4.39, s=0.31, m=4.38

range=8.09-14.96, n=4,
x=12.42, s=3.03, m=13.31

range=13.27-15.32, n=4,
x=14.41, s=0.85, m=14.52

range=9.32-10.77, n=4,
x=10.14, s=0.66, m=10.25

range=18.55-22.09, n=4,
x=21.12, s=1.72, m=21.93

range=6.75-9.77, n=4,
x=8.5, s=1.27, m=8.74

range=11.22-14.33, n=4,
x=12.65, s=1.28, m=12.53

range=1.47-2.19, n=4,
x=1.73, s=0.33, m=1.64




