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RESUMO

O género de serpentes Lygophis inclui oito espécies terrestres e diurnas, sendo
amplamente distribuido nos neotrépicos (do Panama a Argentina). Seis espécies de
Lygophis possuem registro confirmado para o territério brasileiro, sendo nenhum
registro para o estado de Alagoas. Ademais, um estudo recente ndo previu Alagoas
como area com adequabilidade ambiental para a ocorréncia de Lygophis.
Pesquisadores do Museu de Historia Natural da Universidade Federal de Alagoas
(MHN-UFAL) coletaram individuos de Lygophis em Craibas e Santana do Ipanema,
Alagoas. Desse modo, este estudo visou determinar a identificacdo taxondmica
desses individuos por meio de uma abordagem integrativa, combinando dados
morfologicos e moleculares. Dez espécimes incorporados a Colecao Herpetologica do
MHN-UFAL e previamente identificados como Lygophis sp. foram analisados. Dez
caracteres meristicos e quatro morfométricos foram aferidos. O nimero de escamas
dorsais (17 no terco anterior, 17 no meio e 15 no terco posterior), oito supralabiais,
165 a 172 ventrais, 62 a 74 subcaudais, uma préocular, duas péstemporais, nove
infralabiais e a presenca de placa anal inteira foram as contagens obtidas e se
encaixam na diagnose de Lygophis paucidens proposta por Dixon (1989) e Lema
(1989). © Comprimento rostro-cloacal de 250 a 380mm, o comprimento do corpo de
66 a 135mm, o comprimento da cabeca de 9,8 a 20,63mm e a largura da cabeca 4,74
a 10,78mm sdo medidas também encontradas em L. paucidens. Foi realizada uma
Andlise de Variancia Univariada (ANOVA) para verificar a existéncia de dimorfismo
sexual. As Lygophis coletadas em Alagoas nao apresentaram dimorfismo sexual, pois
os valores de F e de p ndo foram significativos em relacdo aos caracteres
morfométricos analisados. Na abordagem molecular, sete amostras de tecido
previamente incorporadas ao Banco de Tecidos do MHN-UFAL foram utilizadas para
amplificacdo do gene mitocondrial estrutural 16S rRNA (318 pares de base) e do gene
nuclear c-mos (360 pares de base). As sequéncias resultantes foram alinhadas com
sequéncias de congéneres e de géneros irmaos, e as arvores filogenéticas foram
enraizadas com Psomophis genimaculatus (16S rRNA) e Magliophis exiguum (c-mos).
As analises de inferéncia bayesiana utilizando o modelo evolutivo TRN+G e HKY para
16S rRNA e c-mos respectivamente confirmaram que as Lygophis de Alagoas formam
um grupo monofilético. Ademais, as Lygophis de Alagoas se agruparam com a
Lygophis paucidens disponivel no GenBank, ndo apresentando divergéncia genética
entre elas no gene c-mos e uma divergéncia genética de 6,8% com L. dilepis no
fragmento do gene 16S rRNA. Desse modo, integrando dados morfolGgicos e
moleculares, este estudo confirma o primeiro registro de Lygophis paucidens para o
estado de Alagoas. Este registro amplia a distribuicdo geografica da espécie em 620
km ao Nordeste de sua ocorréncia mais proxima, no municipio de Gentio do Ouro, no
estado da Bahia, e contribui para reduzir o déficit wallaceano.

Palavras-chave: serpente, dados morfolégicos, dados moleculares, ampliacdo de

distribuicdo, Brasil.



ABSTRACT

The snake genus Lygophis includes eight terrestrial and diurnal species, being widely
distributed in the Neotropics (from Panama to Argentina). Six species of Lygophis have
confirmed records for Brazilian territory, with no records for the state of Alagoas.
Furthermore, a recent study did not predict Alagoas as an area with environmental
suitability for the occurrence of Lygophis. Researchers from the Natural History
Museum of the Federal University of Alagoas (MHN-UFAL) collected individuals of
Lygophis in Craibas and Santana do Ipanema, Alagoas. Therefore, this study aimed
to determine the taxonomic identification of these individuals through an integrative
approach, combining morphological and molecular data. Ten specimens incorporated
into the MHN-UFAL Herpetological Collection and previously identified as Lygophis sp.
were analyzed. Ten meristic and four morphometric characters were measured. The
number of dorsal scales (17 in the anterior third, 17 in the middle and 15 in the posterior
third), eight supralabials, 165 to 172 ventrals, 62 to 74 subcaudals, one preocular, two
posttemporals, nine infralabials and the presence of an entire anal plate were the
counts obtained and match the diagnosis of Lygophis paucidens proposed by Dixon
(1989) and Lema (1989). The snout-vent length of 250 to 380mm, the body length of
66 to 135mm, the head length of 9.8 to 20.63mm and the head width of 4.74 to
10.78mm are measurements also found in L. paucidens. A Univariate Analysis of
Variance (ANOVA) was performed to verify the existence of sexual dimorphism. The
Lygophis collected in Alagoas did not show sexual dimorphism, as the F and p values
were not significant in relation to the morphometric characters analyzed. In the
molecular approach, seven tissue samples previously incorporated into the MHN-
UFAL Tissue Bank were used for amplification of the mitochondrial structural gene 16S
rRNA (318 base pairs) and the nuclear c-mos gene (360 base pairs). These sequences
were aligned with sequences from congeners and sister genera, and the phylogenetic
trees were rooted with Psomophis genimaculatus (16S rRNA) and Magliophis exiguum
(c-mos). Bayesian inference analyzes using the TRN+G and HKY evolutionary model
for 16S rRNA and c-mos respectively confirmed that Lygophis from Alagoas form a
monophyletic group. Furthermore, Lygophis from Alagoas grouped with Lygophis
paucidens available in GenBank, showing no genetic divergence between them in the
c-mos gene and a genetic divergence of 6.8% with L. dilepis in the 16S rRNA gene
fragment. Thus, by integrating morphological and molecular data, this study confirms
the first record of Lygophis paucidens for the state of Alagoas. This record expands the
geographical distribution of the species by 620 km to the Northeast of its closest
occurrence, in the municipality of Gentio do Ouro, in the state of Bahia, and contributes
to reducing the Wallacean deficit.

Keywords: snake, morphological data, molecular data, distribution expansion, Brazil.
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1 INTRODUCAO

Lygophis FITZINGER, 1843 é um género de serpentes terrestres e diurnas,
ndo peconhentas, amplamente distribuidas nos neotropicos, ocorrendo do
Panama até a Argentina (CERON et al., 2021; DIXON, 1989; UETZ et al., 2023).
O género aloca oito espécies L. anomalus (GUNTHER, 1858); L. dilepis COPE,
1862; L. flavifrenatus COPE, 1862; L. lineatus (LINNAEUS, 1758); L. meridionalis
(SCHENKEL, 1901); L. paucidens HOGE, 1953; L. elegantissimus
(KOSLOWSKY, 1896), e L. vanzolinii (DIXON, 1985). Este género pertence a
tribo monofilética Xenodontini BONAPARTE, 1845, na qual agrupa outros dois
géneros: Xenodon e Erythrolamprus (GRAZZIOTIN et al., 2012; SERRANO et
al., 2020). Xenodontini € uma tribo pertencente a familia Dipsadidae, a mais rica
da regido neotropical, com aproximadamente 840 espécies (GRAZZIOTIN et al.,
2012; UETZ et al., 2023). Grazziotin et al. (2012) realizaram um estudo
filogenético incluindo 246 espécies de serpentes (188 dipsadideos, sendo cinco
espécies de Lygophis) e incorporaram informacéo de cinco genes mitocondriais
(12S, 16S rRNA, cytb, nd2, nd4) e trés nucleares (bdnf, c-mos, rag2); Lygophis
foi recuperado monofilético. Dentre as oito espécies atuais de Lygophis, seis
apresentam registros confirmados para o territorio brasileiro: L. anomalus, L.
dilepis, L. flavifrenatus, L. lineatus, L. meridionalis e L. paucidens (GUEDES et
al., 2023).

Recentemente, pesquisadores vinculados ao Museu de Histdria Natural da
Universidade Federal de Alagoas coletaram individuos de Lygophis nos
municipios de Craibas e Santana do Ipanema, estado de Alagoas, Brasil. De
acordo com estudos recentes (CERON et al., 2021; GUEDES et al., 2023;
NOGUEIRA et al., 2019) este achado € inesperado pois de acordo com a lista
brasileira de répteis, ndo ha registro do género Lygophis em Alagoas (GUEDES
et al., 2023) e nem adequabilidade ambiental para a ocorréncia deste género no
Estado (CERON et al., 2021).

Uma andlise preliminar de morfologia externa constatou uma maior
semelhanca morfolégica com L. paucidens. Lygophis paucidens foi descrita por
Hoge em 1953 a partir de um espécime coletado na Aldeia de Mato Verde,

préxima a llha do Bananal, atualmente municipio de Luciara, estado de Mato
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Grosso, Brasil (SERRANO et al.,, 2020). Em 2013 o conhecimento sobre a
distribuicdo geogréfica de L. paucidens foi ampliada consideravelmente,
incluindo o registro para uma area de cerrado na Reserva Natural Laguna
Blanca, Paraguai, sendo a unica localidade fora do Brasil (SERRANO et al.,
2020). O registro para o Paraguai ampliou a distribuicdo da espécie em mais de
700 km a sudoeste do registro mais proximo, no Mato Grosso (CACCIALI et al.,
2013; SERRANO et al., 2020). Até o trabalho de Serrano et al. (2020), o mapa
de distribuicdo de L. paucidens disponivel havia sido sugerido por Dixon em 1989
(SERRANO et al., 2020). Estudos recentes ampliaram consideravelmente a
distribuicdo geografica da espécie.

No Brasil, esta espécie € encontrada em ambientes abertos (Caatinga,
Cerrado e Chaco), apresentando registro para os estados da Bahia, Cear4,
Distrito Federal, Goias, Maranhao, Mato Grosso, Minas Gerais, Piaui e Tocantins
(CERON et al., 2021; GUEDES et al., 2023; NOGUEIRA et al., 2019) (Figura 1).
Lygophis paucidens parece ocorrer principalmente em locais com solo arenoso
(CACCIALI et al., 2013; SERRANO et al., 2020), sugerindo uma distribuicéo
descontinua no Brasil, ou uma distribui¢do rarefeita fora dos ambientes de solo
arenoso. Poucos representantes da espécie estdo disponiveis nos acervos
zooldgicos e pouco se sabe sobre a sua histéria natural (SERRANO et al., 2020)
sendo considerada uma espécie rara. A forte associacdo psamofila pode explicar
sua raridade e distribuicao disjunta (SERRANO et al., 2020) ou ainda pode refletir
o déficit Wallaceano refletindo nossa ignorancia sobre sua distribuicdo
geografica (NOGUEIRA et al., 2019).
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Figura 1. Mapa de um fragmento do territério brasileiro destacando as os estados cujo
a espécie Lygophis paucidens apresenta registro confirmado. Circulos amarelos
destacam os estados com ocorréncia registrada de Lygophis paucidens até o presente
estudo. Em destaque estéo os estados de Minas Gerais, Goiais, Mato Grosso, Bahia,
Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Tocantins e Distrito Federal. Mapa elaborado por
Bruna Barbosa. Inset Mapa da América do Sul destacando os estados do Brasil.
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Uma caracteristica morfologica marcante de L. paucidens € a presenca de
trés linhas longitudinais escuras, na parte posterior do corpo, que desaparecem
repentinamente préximo a cabeca (SERRANO et al., 2020). Lygophis paucidens
apresenta 17-17-15 fileiras de escamas dorsais, distinguindo-se de L. dilepis,
com localidade tipo em Presidente Hayes, Paraguai, que apresenta 19-19-15
fileiras. Além disso, a folidose diagnostica de L. paucidens consiste em oito
escamas supralabiais, 165-174 escamas ventrais e 62-72 escamas subcaudais
(CACCIALI et al.,, 2013; DIXON, 1989; LEMA, 1989). O numero de dentes
maxilares (menos de 13) e 0 seu padrao de listras escuras que partem da parte
posterior da cabeca pode diferenciar L. paucidens de outras espécies de
Lygophis, como a L. flavifrenatus, que possui mais que 13 dentes maxilares e
dorso com trés listras escuras e duas amarelas, que comec¢am no focinho, ou
ainda a L. anomalus que pode apresentar de 13 a 17 dentes superiores, ou a L.
vanzolinii que possui de 18 a 20 dentes superiores (DIXON, 1989).
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Um estudo realizado com quatro espécies de Lygophis (L. paucidens, L.
dilepis, L. flavifrenatus e L. meridionalis) utilizando modelagem de distribuicdo
potencial de espécie ndo previu o estado de Alagoas como area de
adequabilidade ambiental para a ocorréncia de nenhuma das espécies inclusas
no estudo (CERON et al., 2021), aumentando ainda mais a incerteza da
identidade taxonémica desses individuos coletados em Alagoas. Neste estudo,
435 registros de ocorréncia para as quatro espécies de Lygophis (94 para L.
dilepis, 222 para L. flavifrenatus, 69 para L. meridionalis e 50 para L. paucidens)
foram utilizados e correlacionados com variaveis biocliméaticas, edéficas e
topograficas utilizando varios algoritmos para prever areas de adequabilidade
ambiental (CERON et al.,, 2021). O estado de Alagoas ndo apresentou
adequabilidade ambiental para nenhuma das quatro espécies analisadas.

Desse modo, nosso estudo busca determinar, através de uma abordagem
integrativa, quem sao as Lygophis coletadas nos municipios de Craibas e
Santana do Ipanema, no estado de Alagoas, Brasil. Dados da morfologia externa
(folidose) e dados moleculares (gene mitocondrial 16S rRNA e gene nuclear c-
mos) destes individuos serdo analisados e integrados visando determinar a sua

identificacdo taxonoémica.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Serpentes

Os répteis atuais incluem aproximadamente 12.060 espécies mundiais,
dentre as quais, aproximadamente 361 sdo Testudines, 27 Crocodylia, um
Sphenodontia, e 11.671 sdo Squamata (UETZ et al., 2023). A ordem Squamata
representa uma das mais diversas e bem-sucedidas linhagens de répteis
existentes e inclui os lagartos (7.396 espécies), serpentes (4.073 espécies) e
anfisbénias (202 espécies). Esta ordem € caracterizada por escamas
epidérmicas e orgao copulador diferenciado em uma estrutura par, denominado
hemipénis (BENEDITO, 2017; PYRON, BURBRINK & WIENS, 2013).
Atualmente o Brasil € o terceiro pais com maior riqueza de répteis no mundo,
856 espécies de répteis atuais ja foram registradas, sendo 435 serpentes, 295
lagartos, 39 Testudines, seis Crocodylia e 81 anfisbénias (GUEDES et al., 2023).
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Na historia evolutiva dos Squamata, dois grandes clados se diferenciaram
com base na morfologia e na ecologia: Iguania (Iguanidae, Agamidae,
Chamaeleonidae) e Scleroglossa (todas as outras familias de lagartos, inclusive
anfisbénias, e serpentes) (POUGH, JANIS & HEISER, 2008; ROCHA-BARBOSA
et al., 2017). As serpentes sao divididas em dois grandes grupos, Scolecophidia
(conhecidas como cobras-cega) e Alethinophidia (ou serpentes verdadeiras).
Dentre as quatro familias de serpentes Alethinophidia (Colubridae, Elapidae,
Viperidae e Boidae), Colubridae é a mais numerosa, com aproximadamente 75%
das espécies registradas (ROCHA-BARBOSA et al., 2017; UETZ et al., 2023).

Historicamente, o0s representantes apodes tém sido particularmente
dificeis de serem classificados com base na morfologia porque a condigéo “sem
membros” elimina varios caracteres da analise por serem homoplasticos
(TOWNSEND et al., 2004). Estudos filogenéticos recentes, como os conduzidos
por Reeder et al. (2015) tém redefinido as relacbes evolutivas dentro de
Squamata, contribuindo para uma compreensdo mais refinada sobre a
diversidade e histéria evolutiva desses répteis. Serpentes, anfisbénias e lagartos
Dibamidae que s&o linhagens apodas, cujas posicdes filogenéticas
historicamente tém sido impossiveis de serem determinadas com confianca, néo
foram recuperadas coesas sugerindo que a condicdo apoda evoluiu de forma
independente (GRAZZIOTIN et al., 2012; PYRON, 2016). Apesar das serpentes
e alguns lagartos serem apodas e utilizarem de peconha para a captura de
presas, essas evolucdes ocorreram de forma independente, pois as dinamicas
evolutivas nas serpentes sdo qualitativamente diferentes daquelas dos lagartos
(TITLE et al., 2024).

2.2 Taxonomia

A taxonomia, frequentemente descrita como a "ciéncia da diversidade
bioldgica", desempenha um papel fundamental em diversos campos cientificos
(BICUDO, 2004). A taxonomia € a ciéncia que visa a identificacdo de espécies
sendo a base para estudos ecoldgicos, biogeograficos, evolutivos entre outros
(COLEMAN, 2015; ENGEL et al.,, 2021). A organizacdo sistematica dos
organismos € essencial para compreender a complexidade da vida na Terra

(MAYR, 1982), entretanto desde o final dos anos 1980, € visto um grande
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declinio de taxonomistas nas universidades, sendo relatado como a crise
taxonébmica (WHEELER, 2014). Além da falta global na formacdo de
taxonomistas, o pouco prestigio ofertado pela comunidade cientifica em relacao
a taxonomia ainda é um dos grandes problemas, assim como a dificuldade para
coletar, estudar e armazenar os exemplares de campo (ENGEL et al., 2021). A
maior parte dos taxonomistas no Brasil se formaram na década de 1980,
mantendo a média de idade dos taxonomistas entre 45-50 anos. E o numero de
surgimentos de novos especialistas diminuiu consideravelmente por volta da
década de 1990 (ANDENA, 2014).

Wheeler e Meier (2000) reforcam que a taxonomia contribui
significativamente para a conservacdo da biodiversidade, permitindo a
identificacdo de espécies ameacadas e contribuindo para a formulacdo de
estratégias de conservacdo. Em sintese, a taxonomia ndo € apenas uma
disciplina cientifica, mas nomear espécies € uma necessidade indispensavel
pois permeia diversas areas, contribuindo para a compreensao, conservacao e

aplicacédo prética da diversidade biolégica no planeta (DAYRAT, 2005).

2.2.1 Taxonomia morfolégica

Inicialmente, a classificacdo de serpentes era predominantemente
baseada em caracteristicas morfolégicas (PYRON, BURBRINK & WIENS, 2013).
O numero e arranjo das escamas (folidose), a morfologia craniana,
caracteristicas dentarias e a presenca de 6rgaos especificos, como os 6rgaos
de Jacobson e hemipénis vem sendo utilizados na taxonomia de serpentes
(GREENE, 1997). Estudos detalhados dessas caracteristicas forneceram uma
base robusta para distinguir entre diferentes grupos taxonémicos, revelando

padrdes de adaptacédo e evolucao ao longo do tempo (PYRON et al., 2014).

A morfologia oferece uma base para a identificacdo e classificacao de
espécies, proporcionando percepcgdes valiosas sobre as relagfes filogenéticas
(GAUTHIER et al., 2012). Essa abordagem morfoldgica utilizando principalmente
caracteristicas externas e de anatomia desempenhou um papel fundamental na
compreensao da diversidade e evolucdo das serpentes, mas apresentava
limitagbes (GAUTHIER et al., 2012; DAYRAT, 2005).
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2.2.1.1 Morfologia externa

A folidose, uma técnica intrinseca a taxonomia morfologica de répteis, €
um método que se destaca pela minuciosa contagem e andlise das escamas que
compdem o revestimento epidérmico desses animais (SUEIRO, 2010). Gouveia
(2013) destaca a importancia da folidose, enfatizando que a contagem detalhada
das escamas ao longo do corpo fornece informacfes cruciais para 0s
herpetdlogos, possibilitando uma identificacdo e classificacdo precisa das

espécies.

2.2.2 Taxonomia molecular

A taxonomia molecular apresenta promissora na identificacdo de espécies
nao registradas ou espécies com identificacdo equivocada (STADEN et al., 2023)
e tem emergido como uma ferramenta fundamental na classificacéo precisa e na
compreensao das relagdes evolutivas entre organismos (HEBERT;
RATNASINGHAM & DEWAARD, 2003). A analise de informag&o do DNA oferece
uma abordagem poderosa para a identificacdo e classificacdo de espécies,
superando as limitacbes da taxonomia morfolégica tradicional (HEBERT;
RATNASINGHAM & DEWAARD, 2003). Essa abordagem tem permitido uma
revisdo mais detalhada das classificacdes existentes e revelado novas
perspectivas sobre a diversidade bioldgica. A taxonomia molecular ndo apenas
facilita a identificacdo de espécies em diferentes estagios de desenvolvimento
ou em condi¢cdes ambientais variaveis, como também tem sido importante na
descoberta de novas espécies (HAJIBABAEI et al., 2007). No entanto, surge um
debate importante sobre a prética exclusiva de utilizar dados moleculares na
descricdo taxondmica de espécies. Apenas analises genéticas podem ser
insuficientes para uma identificacdo solida e segura, causando incerteza sobre
a confiabilidade dos resultados obtidos (EDWARDS & KNOWLES, 2014).

A taxonomia molecular oferece uma resolugdo sem precedentes para a
identificacdo de espécies, especialmente em grupos onde a variagdo morfolégica
€ reduzida, pois pode detectar diferencas genéticas sutis entre as espécies
(HILLIS & WILCOX, 2005). A utilizagdo de dados moleculares em conjunto com
outras abordagens, contribui para a delimitacdo de espécies, mas também

esclarece relacdes filogenéticas entre diferentes téxons, proporcionando
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percepcdes importantes sobre padrfes evolutivos e historias biogeograficas
(BRANDLEY; HUELSENBECK & WIENS, 2007). A implementacédo da taxonomia
molecular em estudos de serpentes ndo apenas refinou a classificacdo de muitas
espécies, mas também revelou a existéncia de unidades taxondmicas
previamente ndo reconhecidas, evidenciando a importancia dessa abordagem
no contexto da conservacao e pesquisa biologica das serpentes (ASZTALOS et
al., 2021; AZEVEDO et al., 2024; DUQUE et al., 2023; GRAZZIOTIN et al., 2012;
PYRON; BURBRINK & WIENS, 2013; PYRON & WALLACH, 2011).

2.2.3 Taxonomia integrativa

A integragdo de dados provenientes de diferentes fontes permite uma
classificagdo mais robusta e refinada, especialmente em casos onde a
variabilidade morfologica € limitada ou a divergéncia genética nao é refletida em
caracteristicas externas (DAYRAT, 2005; PADIAL et al., 2010). A taxonomia
integrativa proposta por Dayrat (2005) representa uma abordagem cientifica
inovadora que busca integrar diversas fontes de evidéncias para caracterizar e
delimitar espécies. As estratégias utilizadas na taxonomia integrativa sdo duas:
principio da congruéncia na qual é esperado uma congruéncia entre multiplas
fontes de evidéncias e o principio por acumulacdo, onde divergéncias em uma
ou mais fontes de evidéncias sdo permitidas e o que prevalece é 0 que a maioria
das fontes revela (PADIAL et al., 2010).

A taxonomia integrativa fundamenta na premissa de que a utilizacéo de
dados morfolégicos, moleculares e ecolégicos de forma combinada pode
aprimorar significativamente a resolucéo taxondomica (EDWARDS & KNOWLES,
2014). Como observado por Padial et al. (2010), a integracdo de dados
morfol6gicos e moleculares permite uma analise mais precisa da variabilidade
intraespecifica e intercontinental. Dayrat (2005) destaca que, ao incorporar
dados comportamentais e ecoldgicos, a taxonomia integrativa oferece uma visao
mais completa das relacdes evolutivas e da adaptacédo ao ambiente.

A taxonomia integrativa ndo apenas aprimora a precisao na identificacao
taxondmica, mas também contribui para a descoberta de unidades taxondmicas
previamente ndo reconhecidas, promovendo uma visdo mais abrangente da
biodiversidade (DAYRAT, 2005; SCHLICK-STEIER et al., 2010). E apesar de

alguns pesquisadores defenderem uma abordagem minimalista argumentando
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gue esse tipo de abordagem acelera a identificacdo de novas espécies, Zamani
et al. (2022) reforcaram que nao ha evidencias de efeito retardador na integracao
de vérios tipos de dados.

Em suma, a taxonomia integrativa emerge como uma ferramenta
essencial para lidar com os desafios taxondmicos, evitando que um tipo de dado
altere a identificacdo das espécies e promovendo uma classificacdo mais precisa
e contextualizada da biodiversidade (DAYRAT, 2005; ZAMANI et al., 2022). O
trabalho de Chaney et al. (2021) incluiu quatro espécies de serpentes do género
Grayia, que sdo serpentes aquaticas africanas da familia Colubridae, e utilizaram
um gene nuclear (bdnf) e quatro genes mitocondriais (16S rRNA, cyt b, COI, ND4)
para reconstruir hipéteses filogenéticas em conjunto com dados morfolégicos
pré-existentes. O estudo de Mello et al. (2023) revisitou a taxonomia de lagartos
da familia Gymnophthalmidae, através da congruéncia entra o gene mitocondrial
(Cytb), os genes nucleares (c-mos e prlr) e dados morfologicos (meristicos,
morfométricos e hemipeniano). Esses sao alguns dos varios exemplos do quanto

a taxonomia integrativa vem sendo utilizada em estudos com Squamata.

2.3 Modelagem de distribuicédo de espécies

Desde o inicio do século XIX, pesquisadores como Humboldt e Bonpland,
em 1807, e Wallace, em 1855, reconheciam a importancia do clima na explicacéo
da distribuicdo de animais e plantas (GUISAN & ZIMMERMANN, 2000). Estes
pesquisadores foram alguns dos biogedgrafos pioneiros, e ja compreendiam o
potencial dos modelos para representar as complexas interacdes entre 0s
organismos e o ambiente (GUISAN, THUILLER & ZIMMERMANN, 2000). A
modelagem de distribuicdo de espécies comecou a ganhar destague nas
décadas de 1960 e 1970, quando a disponibilidade de computadores permitiu a
aplicacdo de métodos estatisticos avancados (PEARSON & DAWSON, 2003).

A compreenséo da distribuicdo geogréfica das espécies e dos fatores que
afetam sua presenca € crucial para a conservacdo da biodiversidade (CERON
et al.,, 2021). A Modelagem de Distribuicdo de Espécies surge como uma
ferramenta importante, fornecendo uma base solida para analises direcionadas
a preservacdo de espécies ameacadas de extincdo (ALEXANDRE; LORINI &
GRELLE, 2013). Os modelos de envelope bioclimatico frequentemente estao
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sujeitos a debate, mas quando aplicados com uma reflexdo cuidadosa e uma
compreensao precisa de suas limitacbes e pressupostos, tém o potencial de
oferecer valiosas percepcOes sobre a distribuicdo potencial das espécies
(ARAUJO & PETERSON, 2012).

A abordagem utiliza técnicas estatisticas avancadas para prever a
distribuicdo geografica potencial de uma espécie com base em variaveis
ambientais e os pontos de ocorréncia da espécie em questdo. Os modelos
preditivos de distribuicdo de espécies sdo usados em muitos estudos atuais para
classificar as areas com base em condicdes ambientais, avaliando as
similaridades para determinar se um local é considerado adequado
ambientalmente ou ndo para a ocorréncia de determinada espécie (CERON et
al., 2021; PETERSON & SOBERON, 2012).

Na pratica, a metodologia envolve a aplicacdo de algoritmos como o
Maxent (PHILLIPS et al., 2006) ou Maquinas de Vetores de Suporte (SVM) (Elith
et al., 2008), combinando dados de ocorréncia de espécies com informacdes
ambientais. Esses modelos tém sido fundamentais em estudos que abrangem
desde a resposta das espécies as mudancas climéticas até a identificacdo de
areas prioritarias para conservagdo (ARAUJO & PETERSON, 2012; AMARAL;
FERREIRA & SILVA-MANN, 2021).

Apesar do sucesso observado com esta abordagem, desafios persistem
na modelagem de distribuicdo de espécies, incluindo a necessidade de dados
robustos e a consideragdo de dinamicas ambientais complexas. Conforme
destacado por Guisan & Thuiller (2005), superar esses desafios é vital para
melhorar a precisdo e a aplicabilidade desses modelos no contexto da

conservacgao da biodiversidade.

Em concluséo, a modelagem de distribuicdo de espécies tem sido muito
importante em varios aspectos, como prever efeitos das mudancas climaticas,
avaliar a adequacdo ambiental do habitat e prever o potencial de invasédo de
espécies exoticas, apoiando a priorizacao de areas de conservagdo (CABRERA
et al., 2020; CERON et al., 2021).

2.4 Lacunas do conhecimento
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E fundamental que conhecamos a diversidade biolégica do nosso planeta,
dada a sua grande importancia, mas ainda existem muitas lacunas em nosso
conhecimento sobre ela (HORTAL et al., 2015; MAGURRAN, 2013). A maior
parte da diversidade bioldégica permanece desconhecida e incompreendida
(WILSON, 1985). A diversidade biolégica, também chamada de riqueza de
espécies, constitui um dos principais componentes de uma comunidade
bioldgica, nos permitindo mensurar a contribuicdo de individuos de espécies
diferentes para toda a comunidade (LEIMIG, 2020). A diferenca existente entre
a velocidade e complexidade em que se d& a producéo de novas entidades e a
velocidade em que podemos descrevé-las, faz surgir lacunas no conhecimento
da diversidade biologica (HORTAL et al., 2015).

A variabilidade genética dentro de populacdes e espécies € fundamental
para a sua adaptacdo e evolucdo, mas esta area apresenta desafios, e as
lacunas desse conhecimento sdo chamadas de déficit darwiniano (HORTAL et
al., 2015). As mudancas climaticas rapidas adicionam uma complexidade
adicional, e chamamos essa lacuna de déficit hutchinsoniano (HORTAL et al.,
2015), destacando a dificuldade em prever os impactos na biodiversidade devido
as incertezas nas respostas ecolégicas (WILLIS et al., 2008). Algumas
consequéncias das mudancgas climaticas séo irreversiveis, com mais de 50% de
chance de um aumento da temperatura global de 1,5°C até 2024 (IPCC, 2023).
Uma area de pesquisa emergente é o papel dos microbiomas em interacfes
simbidticas, constituindo o déficit eltoniano (HORTAL et al., 2015). A
compreensao do papel dos microbiomas nas adaptacdes de organismos
multicelulares permanece incompleta (VANDENKOORNHUYSE et al., 2015). O
déficit raunkiaerano refere-se a falta de compreensdo das caracteristicas e
funcBes das espécies, impulsionando abordagens baseadas em caracteristicas
funcionais na ecologia e evolugcdo (HORTAL et al., 2015). O déficit prestoniano
destaca a lacuna no conhecimento sobre a abundancia e dindmica populacional
das espécies, devido a desafios na producdo de dados precisos e nos custos
associados a coleta e analise (CARDOSO et al. 2011). O déficit linneano reside
na lacuna da taxonomia e identificacdo de espécies, com muitas espécies ainda
aguardando descoberta e descri¢do formal (HORTAL et al., 2015).

Por fim, o conhecimento sobre a distribuicdo geografica das espécies é
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notavelmente incompleto, sendo essa lacuna chamada de déficit wallaceano
(HORTAL et al., 2015). O conhecimento da distribuicdo das espécies esta
diretamente relacionado a variacdo temporal e espacial no esforco de
levantamento (HORTAL et al., 2008; BOAKES et al., 2010). Existem vastas areas
do globo ainda n&o exploradas, resultando em uma lacuna substancial em nosso
conhecimento sobre a distribuicdo de muitas espécies (JETZ et al., 2012). De
fato, modelos preditivos sugerem um grande potencial para novas espécies de
répteis serem descobertas especialmente para as florestas neotropicais e
Indomalaias (Brasil, Indonésia, Madagascar e Colémbia) (MOURA & JETZ,
2021).

Os mapas precisos de distribuicdo de espécies sdo essenciais para
reduzir o déficit wallacenano, mas para que se faca o registro de uma Unica
serpente em campo, principalmente na regido neotropical, geralmente exige um
alto esforco amostral (NOGUEIRA et al., 2019).

Em concluséo, abordar essas lacunas do conhecimento € imperativo para
a conservacao efetiva da biodiversidade. A urgéncia de preencher essas lacunas
de distribuicdo ndo pode ser subestimada, pois o desconhecido representa um
desafio direto para a sustentabilidade do nosso planeta (SALA et al., 2000). E é
sabido que mais espécies sdo extintas do que novas sdo descobertas (ZAMANI
et al., 2022)

2.5 Lygophis FITZINGER, 1843

O género de serpentes ndo peconhentas Lygophis apresenta Lygophis
lineatus (LINNAEUS, 1758) como espécie tipo (UETZ et al., 2023). Oito espécies
sdo alocadas neste género: L. anomalus; L. dilepis; L. flavifrenatus; L. lineatus;
L. meridionalis; L. paucidens; L. elegantissimus e L. vanzolinii, todas terrestres e
diurnas (CERON et al., 2021. O género apresenta distribuicdo neotropical, desde
o Panama até a Argentina (CERON et al., 2021; DIXON, 1989; UETZ et al.,
2023).

Andlises filogenéticas utilizando dados moleculares e 246 espécies de
serpentes (188 destas pertencentes a familia Dipsadidae) recuperaram Lygophis
monofilético (GRAZZIOTIN et al., 2012). Este género pertence a tribo Xenodotini,
a qual abriga também os géneros Xenodon e Erythrolamprus (GRAZZIOTIN et
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al., 2012; SERRANO et al., 2020).

A recente coleta de exemplares de Lygophis nos municipios de Craibas e
Santana do Ipanema, no estado de Alagoas, Brasil gerou surpresa. A auséncia
de registros para o género em Alagoas, conforme documentado na Lista
Brasileira de Répteis (GUEDES et al., 2023), conflita com a recente descoberta.
Uma andlise preliminar da morfologia externa, dos individuos coletados em
Alagoas, sugeriu uma grande afinidade com L. paucidens, aumentando ainda
mais a incerteza sobre a identidade taxondmica desses exemplares pois de
acordo com um estudo de modelagem de distribuicdo potencial do género
Lygophis, o estado de Alagoas ndo apresenta adequabilidade ambiental para a
ocorréncia do género (CERON et al., 2021).

Lygophis paucidens € encontrada predominantemente em areas abertas
de solo arenoso, com registros confirmados para o Paraguai e para a Diagonal
Seca da América do Sul (CACCIALI et al.,, 2013; CERON et al., 2021,
NOGUEIRA et al.,, 2019; SERRANO et al.,, 2020). No Brasil, nove estados
apresentam registros da espécie: Tocantins, Mato Grosso, Goias, Distrito
Federal, Maranhao, Piaui, Ceard, Bahia e Minas Gerais (GUEDES et al., 2023;
UETZ et al., 2023).

Morfologicamente, L. paucidens apresenta trés linhas longitudinais
escuras na regido posterior do corpo que desaparecem repentinamente proximo
a cabeca e possui o numero de dentes superiores menor do que 13 (SERRANO
et al.,, 2020). A contagem de escamas dorsais, supralabiais, ventrais e
subcaudais, conforme delineado por Cacciali et al. (2013), Dixon (1989), e Lema
(1989), traz uma redugdo de escamas dorsais de 17-17-15, oito escamas

supralabiais, de 165 a 174 escamas ventrais e de 62 a 74 escama subcaudais.

A escassez de espécimes de L. paucidens em colec¢des zooldgicas pode
sugerir uma lacuna no nosso conhecimento sobre sua distribuicdo geografica
(HOGE, 1952; DIXON, 1989). Este possivel déficit wallaceano (NOGUEIRA et
al., 2019) ressalta a necessidade de pesquisas adicionais para preencher estas

lacunas existentes.

A presenca de Lygophis em Alagoas € inesperada pois o Estado nao foi
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considerado adequado ambientalmente para o género (CERON et al., 2021).
Ademais, lista de répteis do Brasil sugere a auséncia deste género em Alagoas
aumentando a incerteza sobre a identidade taxondmica dos exemplares
coletados no Estado. A andlise integrativa, abrangendo dados morfologicos
(folidose) e dados moleculares (gene mitocondrial 16S rRNA e gene nuclear c-
mos) sera utilizada visando determinar a identificacdo taxondémica desses

exemplares de serpentes recentemente coletados em Alagoas.



29

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material analisado

Dez espécimes previamente identificados como Lygophis sp. e
provenientes de dois municipios do estado de Alagoas (Craibas e Santana do
Ipanema) foram analisados. Dez amostras de tecido hepatico dos espécimes
analisados morfologicamente foram utilizadas na abordagem molecular. Este
material (espécimes e tecidos) jA se encontravam incorporados a Colecéo
Herpetoldgica e ao Banco de Tecidos do MHN-UFAL. Desse modo, ndo houve a
necessidade de solicitar anuéncia do Sistema de Autorizacdo e Informagédo em
Biodiversidade (SISBio) ou da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Alagoas (CEUA-UFAL). Adicionalmente quatro
aliquotas de Lygophis cf. dilepis foram doadas pelo Prof. Dr. Adrian Garda, da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (sendo duas do Ceara [CE] e duas
do Rio Grande do Norte [RN]. Estas amostras de tecido foram e amplificadas
agui neste estudo (Figura 2).

Toda a caracterizacdo morfologica e molecular foi realizada no Laboratorio
de Biologia Integrativa da UFAL (LABI-ICBS).
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Figura 2. Mapa da regido Nordeste do Brasil destacando as localidades cujos
espécimes de Lygophis foram coletados. Losangos em vermelho representam o0s
municipios alagoanos em que os espécimes foram coletados (Craibas e Santana do
Ipanema). Circulos azuis representam os municipios do Ceara (Milagres e Ubajara) e
Rio Grande do Norte (Agu e Lajes) onde os espécimes de Lygophis foram coletados.
Mapa elaborado por Bruna Barbosa. Inset Mapa da América do Sul destacando os
estados do Brasil.
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3.1.1 Abordagem morfolégica

Os espécimes foram sexados através de uma incisdo ventral para a
inspecao gonadal. Dez caracteres meristicos foram aferidos com o auxilio de um
microscopio estereoscéopico: 0 numero de escamas ventrais (EV), o nUmero de
escamas subcaudais (ESC), o numero de escamas dorsais no terco anterior
(EDA), o numero de escamas dorsais no meio do corpo (EDM), o nimero de
escamas dorsais no terco posterior (EDP), o nUmero de escamas supralabiais
(ESL), o numero de escamas infralabiais (EIL), placa anal (PA), o nimero de
escamas postemporais (NPT) e o numero de escamas pré-oculares (NPrO)
(Figura 3). Os caracteres aferidos foram propostos por Dixon (1989) e Lema
(1989). Além disso, foram aferidos quatro caracteres morfométricos, com o
auxilio de uma fita métrica e de um paquimetro digital: 0 comprimento rostro-

cloacal (CRC), o comprimento da cauda (CC), a largura da cabeca (LCa) e 0
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comprimento da cabeca (CCa).

Figura 3. Esquema ilustrando alguns dos principais conjuntos de escamas (caracteres
meristicos) que séo analisados em estudos taxondmicos de serpentes. O numero de
escamas supralabiais, de escamas ventrais, de subcaudais e trés fileiras de escamas
dorsais foram contabilizadas neste estudo sobre as Lygophis de Alagoas
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Fonte: Bernarde, 2014

Para verificar se ha dimorfismo sexual em Lygophis paucidens foi
realizada uma andlise de variancia (ANOVA), para identificar se ha divergéncias
significativas entre os caracteres morfométricos de machos e fémeas. Todas as
analises foram feitas separadamente para cada carater. A andlise estatistica foi

realizada utilizando o software R (RStudio Team, 2023).

3.1.2 Abordagem molecular

O DNA gendmico total foi extraido de dez amostras hepaticas, utilizando
o0 método Fenol/Cloroformio (SAMBROOK et al., 1989). As extracdes de DNA
foram quantificadas e avaliadas quanto a sua pureza utlizando um
espectrofotdbmetro nanodrop. Reac¢des em Cadeia da Polimerase (PCRs) foram
realizadas para a amplificacdo de um fragmento de 318 pb do gene mitocondrial
16S rRNA, e de 360 pb do gene nuclear c-mos, utilizando os primers de Palumbi
(1991) e de Mott e Vieites (2009) respectivamente. A presenca de amplicons foi
aferida através de uma eletroforese em gel de agarose 1% corada com Sybr safe
e visualizada em um transluminador com luz ultravioleta. As amostras funcionais
foram purificadas com isopropanol e enviadas para serem sequenciadas
(forward)pela empresa ACT Gene. As sequéncias obtidas foram editadas e

alinhadas com sequéncias disponiveis no banco de dados genéticos online
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GenBank utilizando o software BioEdit 7.2.5.0 (HALL, 2011). No software MEGA
(TAMURA et al., 2021), foi calculada a distancia genética p intraespecifica e
interespecifica. O melhor modelo evolutivo para cada gene separadamente foi
determinado no software PartitionFinder 2.1.1 (LANFEAR et al., 2012). A
sequéncia da espécie Psomophis genimaculatus foi utilizada para enraizar a
arvore com as sequéncias do gene 16S rRNA, enquanto que a sequéncia da
espécie Magliophis exiguum foi utilizada para enraizar a arvore com as
sequencias do gene nuclear c-mos. A escolha das espécies utilizadas para o
grupo externo foi baseada no estudo de Grazziotin et al. (2012) e na
disponibilidade de sequéncias no GenBank. A analise bayesiana foi realizada no
software Mr. Bayes 3.2 (RONQUIST et al., 2012) utilizando duas analises
independentes, com um milhdo de geragcbes cada. Um consenso de maioria
(majority consensus) foi obtido para gerar uma topologia apés o descarte de 25%
das arvores iniciais (burn-in). A arvore gerada foi visualizada e analisada com o
software FigTree v1.3.1. Os grupos com probabilidade posterior (PP) acima de

0,95 foram considerados com alto suporte estatistico e sdo apresentados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Abordagem morfoldgica

Os individuos apresentaram folidose de 17 escamas dorsais no tergo
anterior (EDA), 17 escamas dorsais no meio do corpo (EDM), 15 escamas
dorsais no terco posterior (EDP), oito escamas supralabiais (ESL), de 165 a 172
escamas ventrais (EV), de 62 a 74 escamas subcaudais (ESC), uma escama
pré-ocular (EPrO), duas escamas pos-temporais (NPT), nove escamas infra-
labiais (EIL) e placa anal inteira (PA) (Tabela 1). Tais contagens se encaixam na
folidose diagnéstica da espécie L. paucidens, proposta por Dixon (1989) e Lema
(1989). Além disso os espécimes apresentaram valores de CRC entre 250
milimetros e 380 milimetros, CC de 66 milimetros a 135 milimetros, CCa de 9,8
milimetros a 20,63 milimetros e LCa de 4,74 milimetros a 10,78 milimetros que
se encaixam nos valores conhecidos para L. paucidens (Tabela 2).

As Lygophis coletadas em Alagoas ndo apresentaram dimorfismo sexual,
isto €, os valores ndo foram significativos em relacdo ao comprimento rostro-
cloacal (ANOVA, F1,3 = 0,018; P = >0,895), comprimento da cabeca (ANOVA,
F1,3=0,051; P =>0,826), Largura da cabeca (ANOVA, F1,3=0,123; P =>0,735)
e comprimento do corpo (ANOVA, F1,3 =0,183; P = >0,68) (Tabela 3)

Tabela 1. Caracteres meristicos aferidos nas Lygophis coletados no estado de Alagoas,
Brasil. Na tabela apenas os caracteres que apresentam variacdo estdo expressos.
Numero de escamas ventrais (EV), nimero de escamas subcaudais (ESC). Exemplares
MHNUFAL 16145, 16146, 17758, 17759, 17760 e 17764 sdo machos e os exemplares
MHNUFAL 17761,17765, 17766 e 17767 sao fémeas. Individuo de Santana do Ipanema
esta destacado com um asterisco, todos 0s outros sao provenientes do municipio de
Craibas. Hifen representa auséncia de dado devido a impossibilidade de aferir o carater.

Voucher Sexo Ventrais Subcaudais
MHNUFAL 16145 Macho 165 67
MHNUFAL 16146  Macho 170 -
MHNUFAL 17758 Macho 171 67
MHNUFAL 17759 Macho 167 -
MHNUFAL 17760 * Macho 165 73
MHNUFAL 17761 Fémea 167 63

MHNUFAL 17764  Macho 172 74
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MHNUFAL 17765 Fémea 166 68
MHNUFAL 17766  Fémea 165 67
MHNUFAL 17767 Fémea 163 62

Tabela 2. Caracteres morfométricos de Lygophis coletados no estado de Alagoas, Brasil.
Valores em milimetros (mm). Comprimento do Corpo (CC), Comprimento da Cabeca
(CCa), Largura da Cabeca (LCa) e Comprimento Rostro-Cloacal. Asterisco é o exemplar
coletado do municipio de Santana do Ipanema, os outros exemplares foram coletados
em Craibas. Hifen representa auséncia de dado devido a impossibilidade de aferir o
carater

Voucher CC CCa LCa CRC
MHNUFAL 16145 77 12,36 9,92 260
MHNUFAL 16146 - 13,62 8,25 320
MHNUFAL 17758 118 15,07 8,15 380
MHNUFAL 17759 66 14,18 7,64 360
MHNUFAL 17760* 135 13,98 8,36 360
MHNUFAL 17761 86 13,64 7,86 295
MHNUFAL 17764 100 15,85 6,49 305
MHNUFAL 17765 78 9,8 4,74 250
MHNUFAL 17766 110 13,69 6,1 340
MHNUFAL 17767 150 20,63 10,78 490

Tabela 3. Andlise de variancia (ANOVA) utilizando quatro caracteres morfométricos para
os individuos fémeas e machos de Lygophis do estado de Alagoas, Brasil. (N total=10;
N fémeas=4; N machos=6).

Caracteres F p Graus de Liberdade
CRC 0,018 0,895 1,3
CCa 0,051 0,826 1,3
LCa 0,123 0,735 1,3
CC 0,183 0,68 1,3

4.2 Abordagem molecular

Das dez amostras que tiveram o DNA gendmico total extraido, trés nao
apresentaram concentracdo ou pureza suficiente para a amplificagéo (Tabela 4).
Sete amostras de tecido tiveram um fragmento de 318 pares de base do gene
mitocondrial 16S rRNA amplificado com sucesso, e dessas sete amostras, trés
tiveram um fragmento de 360 pares de base do gene nuclear c-mos amplificado
com sucesso. Seis das amostras amplificadas sao provenientes do municipio de

Craibas, e uma do municipio de Santana do Ipanema, Estado de Alagoas, Brasil.
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Tabela 4. Concentracdo e pureza das extracdes de DNA gendmico total obtido de
tecidos hepaticos de sete exemplares de Lygophis coletados no estado de Alagoas,
Brasil.

Voucher 260/280 Concentracao
MNHUFAL 17758 1,63 65,16
MHNUFAL 17759 1,82 88,52
MNHUFAL 17760 1,95 115,96
MNHUFAL 17764 1,80 117,96
MNHUFAL 17765 1,63 51,27
MHNUFAL 17766 1,77 33,37
MHNUFAL 17767 1,96 46,19

As sequéncias do gene mitocondrial 16S rRNA que foram obtidas neste
estudo foram alinhadas com outras seis sequéncias de congéneres. Duas destas
sequéncias estavam disponiveis no GenBank (L. dilepis da localidade tipo e L.
elegantissimus de localidade desconhecida) e quatro outras sequéncias foram
provenientes de aliquotas doadas pelo Prof. Dr. Adrian Garda, da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte (duas do Ceara [CE] e duas do Rio Grande do
Norte [RN] e amplificadas aqui neste estudo. Além disso foi adicionado uma
sequéncia de uma espécie para cada género irmao de Lygophis (Xenodon do
Panama e Erythrolamprus de Aracariguama, Sao Paulo).

Nao houve divergéncia intraespecifica entres as sequéncias de Lygophis
de Alagoas. As sequéncias de Lygophis do CE e do RN apresentaram haplétipos

idénticos (Tabela 5).

Tabela 5. Distancia genética p intraespecifica para as espécies do género Lygophis
utilizadas na filogenia apresentada neste estudo. Distancia calculada a partir de um
fragmento de 318 pares de base do gene mitocondrial 16S rRNA.

Lygophis - AL (7) 0%
Lygophis - CE e RN (4) 0%
Lygophis dilepis (1) n/c
Lygophis elegantissimus (1) n/c
Erythrolamprus aesculapii (1) n/c
Psomophis genimaculatus (1) n/c

Xenodon rabdocephalus (1) n/c
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Houve uma divergéncia genética de 6,8% entre as Lygophis coletadas em
Alagoas e a sequéncia de Lygophis dilepis da localidade tipo que estava

disponivel no GenBank (Tabela 6).

Tabela 6. Distancia genética p interespecifica para algumas das espécies do género
Lygophis utilizadas em uma das filogenias apresentada neste estudo. Distancia
calculada a partir de um fragmento de 318 pares de base do gene mitocondrial 16S
rRNA. Os nomes em negrito representam as sequéncias geradas neste estudo.

Espécies 1 2 3 4 5 6
1 Lygophis (AL) (7)
2 Lygophis (CE e RN) (4) 3,6%
3 Lygophis dilepis (1) 6,8% 7,3%

4 Lygophis elegantissimus (1) 10% 9,4%  10%

5 Erythrolamprus aesculapii (1) 11% 99% 12% 10%

6 Psomophis genimaculatus (1) 13% 13% 13% 16% 14%

7 Xenodon rabdocephalus (1) 11% 9,1% 12% 10% 83% 13%

Entre os exemplares de Lygophis coletados em Alagoas e a sequéncia de
c-mos de Lygophis paucidens disponivel no GenBank, a divergéncia foi de 0%
(Tabela 7).

Tabela 7. Distancia genética p interespecifica para algumas das espécies do género
Lygophis utilizadas em uma das filogenias apresentada neste estudo. Distancia
calculada a partir de um fragmento de 360 pares de base do gene nuclear c-mos. Os
nomes em negrito representam as sequéncias geradas neste estudo.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8
1 Lygophis (AL) (3)
2 Lygophis (CE) (1) 0,9%
3 Lygophis paucidens (1) 0% 0,8%
4 Lygophis lineatus (1) 3,2% 2,2% 3,1%
5 Lygophis meridionalis (1) 2,9% 1,9% 2,8% 2,5%
6 Lygophis elegantissimus (1) 2,9% 1,9% 2,8% 1,9% 2,2%
7 Xenodon merremi (1) 5% 4,6% 4,9% 46% 4,3% 3, 7%
8 Erythrolamprus aesculapii (1) 5% 4,6% 4,9% 46% 49%  3,4% 3,7%
9 Magliophis exiguum (1) 3,8% 3,4% 3,7% 34% 3,7% 2,5% 14% 2,2%

Para a matriz gerada a partir do gene 16S rRNA o melhor esquema de
particionamento dos dados foi TRN+G por InL e BIC.
A filogenia para o gene 16S rRNA apresentada na Figura 4, traz as

Lygophis de Alagoas recuperadas como grupo monofilético. Lygophis do CE e
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do RN foram agrupadas juntas. Lygophis de Alagoas agruparam-se como grupo
irmao do clado formado pelas Lygophis do CE e RN. Lygophis dilepis da
localidade tipo (Presidente Hayes, Paraguai) foi recuperada grupo irmao do
grupo composto pelas Lygophis de Alagoas juntamente com as Lygophis de CE
e RN com um suporte de 0,95 de pp. A sequéncia de Lygophis elegantissimus
foi recuperada grupo irméo do clado formado pelas sequéncias de Alagoas,
Ceard, Rio Grande do Norte e pela sequéncia de Lygophis dilepis da localidade
tipo. As sequéncias de Xenodon rabdocephalus e Erythrolamprus aesculapii
foram agrupadas juntas entre si, mas separadas das sequéncias do género
Lygophis, com um suporte estatistico de 1 de probabilidade posterior. A arvore

foi enraizada com a sequéncia de Psomophis genimaculatus.
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Figura 4. Relacdes filogenéticas de Lygophis spp. estimadas através de uma inferéncia
Bayesiana utilizando um fragmento de 318 pares de base do gene mitocondrial 16S
rRNA. Valores de probabilidades posteriores acima de 0,95 foram considerados
significativos e sdo apresentados na filogenia. Os espécimes em negrito foram
sequenciados neste estudo.

Psomophis genimaculatus GK 3791 - Boqueron/Paraguai

~ Erythrolamprus aesculapii IBSP 74046 - Aragariguama/SP

Xenodon rabdocephalus CH 6624 - Panama

Sy Lygophis elegantissimus MLP.S. 1930 - localidade com os autores

Lygophis dilepis GK 3808 - Presidente Iayes/Paraguai

Lygophis cf. dilepis AAGARDA10172 - A¢i/RN

~Lygophis cf. dilepis AAGARDA10881 - Ubajara/CE
{Lygophis cf. dilepis AAGARDA11897 - Milagres/CE

Lygophis cf. dilepis AAGARDA12776 - Lajes/RN

Lygophis paucidens MHNUFAL 17767 - Craibas/AL

~ Lygophis paucidens MHNUFAL 17760 - Santana do Ipanema/AL

Lygophis paucidens MHNUFAL 17766 - Craibas/AL

Lygophis paucidens MHNUFAL 17764 - Craibas/AL
Lygophis paucidens MHNUFAL 17759 - Craibas/AL
Lygophis paucidens MHNUFAL 17758 - Craibas/AL

Lygophis paucidens MHNUFAL 17765 - Craibas/AL

As sequéncias amplificadas nesse estudo para o gene c-mos foram
alinhadas com outras cinco sequéncias do mesmo género, sendo quatros que
estavam disponiveis no Genbank e uma proveniente de uma das amostras de
tecido cedidas pelo Prof. Dr. Adrian Garda, da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte. Foram adicionadas duas sequéncias, sendo uma de cada
género irméo de Lygophis.

Para a matriz gerada a partir do gene c-mos o melhor modelo evolutivo foi
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o HKY por InL e BIC. A arvore filogenética gerada a partir do gene nuclear c-mos
e apresentada na figura 5, agrupou as Lygophis de Alagoas juntas com a
Lygophis paucidens que estava disponivel no Genbank, com um suporte
estatistico de 1 de pp. A sequéncia de uma das Lygophis cedidas pelo professor
Adrian Garda foi recuperada grupo irméo do clado composto pelas Lygophis de
Alagoas e pela Lygophis paucidens do Genbank, com suporte estatistico de 1 de
probabilidade posterior. Todas as sequéncias de Lygophis juntas formaram um
clado irmao da sequéncia de Erythrolamprus aesculapii, com 0,9 de
probabilidade posterior. Xenodon merremi foi recuperada grupo irméo do clado
formado pelas Lygophis e pela Erythrolamprus aesculapii. A arvore foi enraizada

com Magliophis exiguum.
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Figura 5. Relacbes filogenéticas de Lygophis spp. estimadas através de uma inferéncia
Bayesiana utilizando um fragmento de 380 pares de base do gene nuclear c-mos.
Valores de probabilidades posteriores acima de 0,95 foram considerados significativos
e sdo apresentados na filogenia. Os espécimes em negrito foram sequenciados neste
estudo.

— Magliophis exiguun CAS:HERP-200732 - Porto Rico/Estados Unidos

T Xenodon merremi LSUMZH 6461 - localidade com os autores

-1 Erythrolamprus aesculapi ROM 47474 - Guiana

1 —Lygophis elegantissimus MLP S. 1930 localidade com os autores

1 [ Lygophis lineatus BPN 1310 - localidade com o autor

Lygaphis meridionalis IBSP 72018 - localdade com os autores

—Lygophis cf. dilepis AAGARDA11897 - Milagres/CE

03

Lygophis paucidens JQ598987 - Localidade com os autores

Lygophis paucidens MHNUFAL 17759 - Craibas/AL

Lygophis paucidens MHNUFAL 17758 - Craibas/AL

Lygophis paucidens MHNUFAL 17767 - Craibas/AL

0.005
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As cinco sequéncias de Lygophis provenientes dos exemplares de Acu e
Lajes (RN) e de Ubajara e Milagres (CE), haviam sido previamente identificadas
como Lygophis cf. dilepis. Entretanto, estes individuos do RN e CE ndo puderam
ter a sua morfologia verificada. Desse modo, sua identificacdo ainda precisa ser
confirmada. Nao ha sequéncias no Genbank do mesmo marcador para L. dilepis
e L. paucidens e isso dificulta a verificacdo da divergéncia genética destes
exemplares de AL, CE e RN.

Os exemplares de Lygophis coletados nos municipios de Craibas e
Santana do Ipanema, Alagoas, Brasil apresentaram 6,8% de divergéncia
genética no fragmento de 16S rRNA com a Lygophis dilepis da localidade tipo.
Quando comparadas com a sequéncia de c-mos Lygophis paucidens disponivel
no GenBank, a divergéncia com os individuos de Alagoas foi de 0%. Como para
estes exemplares houve verificacdo da morfologia e a folidose se encaixou
perfeitamente na diagnose de L. paucidens é possivel afirmar utilizando o critério
tanto da acumulagdo como da congruéncia da taxonomia integrativa que L.
paucidens ocorre em Alagoas.

Esse estudo confirma o primeiro registro de Lygophis paucidens para o
estado de Alagoas, ampliando a distribuicdo da espécie em 620 km Nordeste de
sua ocorréncia mais préxima, no municipio de Gentio do Ouro, Bahia, Brasil,

contribuindo desse modo para a reducao do déficit wallaceano.
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5 CONCLUSAO

A ocorréncia de Lygophis paucidens € confirmada para o estado de
Alagoas.

A presenca de Lygophis paucidens em Santana do Ipanema amplia a sua
distribuicdo em 620 km na dire¢ao nordeste de sua localidade de ocorréncia mais
proxima (Cidade de Gentio do Ouro, estado da Bahia, Brasil).

Individuos de Lygophis obtidos nos estados de Ceard e Rio Grande do
Norte e previamente identificados morfologicamente como Lygophis cf. dilepis
precisam ter a sua morfologia revisitada para a determinacdo de sua
identificacdo taxonoémica.

N&o foi identificado dimorfismo sexual entre os espécimes de Lygophis
paucidens de Alagoas.

A integracao de diferentes abordagens, como a morfoldgica e a molecular,

€ importante para determinar o status taxonémico de espécies.
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