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RESUMO

A genitalia masculina vem sendo amplamente estudada, uma vez que mostra
consideravel variagdo morfolégica entre os animais com fertilizacao interna. Por outro
lado, pouco se sabe sobre a morfologia da genitalia feminina. A genitalia feminina tem
sido negligenciada em diversos estudos seja por ser uma estrutura interna, de dificil
acesso, ou pela percepgéo recorrente de ser uma estrutura de pouca ou nenhuma
variacdo morfoldgica. Estudos recentes com genitélia feminina apontam para uma
variacdo maior que a esperada inicialmente, e uma clara coevolucdo entre estruturas
masculinas e femininas, devido a interacdo direta na reproducéo, podendo a evolugao
da genitalia feminina ser motivada inclusive por conflitos sexuais. Técnicas que
descrevam quantitativamente a variacdo morfolégica observada, como a morfometria
geométrica e estudos de padrbes alométricos, sdo ferramentas poderosas para
descrever e comparar estruturas morfolégicas e vem demonstrando o quao a genitalia
feminina varia. Nessa dissertacdo, estudamos a morfologia genital feminina de
espécies do género Tropidurus. Tropidurus é um género amplamente estudado,
formado por grupos monofiléticos de espécies, com ampla distribuicdo e recente
diversificacdo. Espécies do género podem ser encontradas em simpatria e sintopia
em algumas regides do Brasil, 0 que torna o grupo um excelente modelo para estudos
de anatomia comparativa e deslocamento de carateres genitais. Nesse estudo
descrevemos qualitativamente e quantitativamente a variacdo da genitalia feminina
em diferentes niveis taxonémicos: entre grupos de espécies monofiléticos, entre
espécies, dentro de uma espécie na variacdo ontogenética, e entre espécies proximas
em um gradiente geografico. Nosso estudo fornece uma discusséo sobre a evolugao
da genitalia feminina de lagartos, mostrando que a forma da genitalia feminina varia,
mesmo em espécies proximamente relacionadas e sugerindo que a ontogenia
desempenha um papel importante na variacdo da forma genital feminina
em lagartos tropidurideos. Nosso trabalho sugere, ainda, que a competicdo

interespecifica influencia o deslocamento de carater na genitalia feminina do grupo.
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ABSTRACT

The male genitalia has been broadly studied, as it shows considerable morphological
variation between animals with internal fertilization. On the other hand, little is known
about the morphology of female genitalia. The female genitalia has been neglected in
several studies, either because it is an internal structure, difficult to access, or because
of the recurrent perception that it is a structure with little or no morphological variation.
Recent studies with female genitalia point to a greater variation than initially expected,
and a clear co-evolution between male and female structures, due to direct interaction
in reproduction, and the evolution of female genitalia may even be motivated by sexual
conflicts. Techniques that quantitatively describe observed morphological variation,
such as geometric morphometry and studies of allometric patterns, are powerful tools
for describing and comparing morphological structures and have demonstrated how
much female genitalia vary. In this dissertation, we study the morphology of female
genitalia of species belonging to the genus Tropidurus. Tropidurus is a broadly studied
genus, formed by monophyletic groups of species, with wide distribution and recent
diversification. Species of the genus can be found in sympatry and symptopy in some
regions of Brazil, which makes the group an excellent model for studies of comparative
anatomy and displacement of genital characters. In this study we describe qualitatively
and quantitatively the variation of female genitalia at different taxonomic levels:
between groups of monophyletic species, between species, within a species in
ontogenetic variation, and between closely related species in a geographic gradient.
Our study provides a discussion of the evolution of female genitalia in lizards, showing
that female genitalia shape varies even in closely related species and suggesting that
ontogeny performs an important role in female genital shape variation in tropidurid
lizards. Our work also suggests that interspecific competition influences the character

displacement in the female genitalia of the group.
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INTRODUCAO GERAL

A funcdo da genitalia de animais com fecundacédo interna, a principio, € a
transferéncia de espermatozoides até o local de fecundacéo dos 6vulos (Torres-
Dowdall et al., 2020). Ainda assim € comum encontrar uma grande quantidade de
variacdo morfologica na genitalia masculina, mesmo entre espécies intimamente
relacionadas, o que extrapola o papel basico de fecundar (Torres-Dowdall et al.,
2020). Como resultado, a morfologia da genitdlia masculina em animais de
fecundacdo interna € amplamente estudada e utilizada como carater taxonémico em
diferentes grupos de animais (Flowers & Eberhard, 2006). Compreender as causas
dessa variacdo tem sido um dos principais objetivos no estudo da biologia, e varias
hip6teses evolutivas foram propostas para explicar seu grau de elaboracdo, como as
hipéteses de chave e fechadura, pleiotropia e selecdo sexual (Eberhard, 1985;
Arnqvist, 1997; Arnqvist & Danielsson, 1999; Hosken & Stockley, 2004; Eberhard,
2010; Gasparini et al., 2011).

A genitalia feminina € pouco estudada quando comparada com a genitalia
masculina e estudos sobre essa estrutura sdo geralmente voltados a coevolucao das
genitalias (Eberhard, 1985; Arngvist & Rowe, 2005; Simmons, 2014; Brennan & Prum,
2015; Brennan, 2016). Aléem de ser uma estrutura interna, de dificil acesso, a vagina
€ uma estrutura de tecido mole, muitas vezes considerada uma estrutura de pouca ou
nenhuma variacdo morfologica (Eberhard, 1985). Atualmente, diversos estudos vém
trazendo a genitalia feminina como protagonista, mostrando que esse 6rgdo nédo é tao
invariavel como o imaginado e deve ter um papel fundamental na evolucdo e
coevolucdo da forma e tamanho das genitalias (Brennan et al., 2007; Evans et al.,
2011; Simmons & Garcia-Gonzalez, 2011, Yassin & Orgogozo, 2013; Showalter et al.,
2014; De-Lima et al., 2019).

Uma vez que para haver sucesso reprodutivo é necessario a compatibilidade
entre as genitadlias masculina e feminina no momento da coOpula, hipéteses de
evolucdo das genitalias sugerem um processo coevolutivo, que pode resultar da
selecao intersexual (Bohme & Ziegler, 2009), conflito sexual (King et al., 2009), ou
mecanismos de chave-fechadura (Pope, 1941).

Aideia de que a selecdo sexual influencia a evolugéo genital foi extensivamente
desenvolvida por Eberhard (1985, 1997, 1998, 2001) no contexto da selecao sexual

pés-copula. Esta hipétese sugere que a forma e o tamanho genital estdo sob selecéo
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através do sucesso da fertilizagdo. Trés mecanismos de selecao sexual sdo evocados
com mais frequéncia: escolha criptica da fémea (Eberhard, 1985); conflito sexual
(Lloyd, 1979) e competicdo espermatica (Waage, 1979).

Conflitos sexuais ocorrerdo sempre que ndao houver monogamia genética
estrita e a reproducédo custar caro (Rice & Holland, 1997; Parker, 1979; Lessells,
1999). Dada a grande ocorréncia de ambas as condi¢cbes, o conflito sexual é
abundante e pode favorecer caracteristicas que aumentam a aptiddo de um sexo,
mesmo quando custoso para o outro. Portanto, genitais masculinos elaborados podem
ser o resultado de uma corrida armamentista evolutiva entre machos e fémeas na luta
pelo controle sobre a reproducéo (Rice & Holland, 1997), embora evidéncias recentes
sugiram que a divergéncia genital generalizada ndo seja o resultado de conflito por
acasalamento em si (Eberhard, 2004).

Em aves aquaticas, a morfologia vaginal elaborada (que pode envolver dobras
complexas e varios sacos cegos) coevoluiu com o comprimento do falo masculino,
gue coevoluiu com a frequéncia de coépulas forcadas. Assim, essas adaptacdes
vaginais podem ter evoluido como um mecanismo anatémico de escolha criptica da
fémea em espécies nas quais sdo comuns as tentativas de coépula forcada para
fornecer um mecanismo anatdémico para bloquear ou limitar a penetracao do 6rgéo
intromitente (Brennan, et al. 2007).

Visto isso, a rapida evolucdo da genitalia feminina pode ser motivada também
por conflitos sexuais, como resposta, por exemplo aos machucados de fémeas
durante a copula (Ah-King et al., 2014). A andlise comparativa do subgrupo de
espécies de Drosophila melanogaster revelou a rapida evolucdo de estruturas
parecidas com bolsas no trato genital feminino, que evoluiram para acomodar 0s
espinhos igualmente em rapida evolucdo na genitalia masculina e evitar ferimentos da
fémea durante a copula (Kamimura, 2007). Algo parecido também acontece nos
besouros de semente, 0s machos com espinhos maiores no pénis causam mais danos
as fémeas durante o acasalamento. A andlise filogenética do grupo, realizada com
sete espécies (Callosobruchus maculatus, C. subinnotatus, C. analis, C. rhodesianus,
C. chinensis, C. phaseoli e Zabrotes subfasciatus), mostra que as fémeas
desenvolveram uma contra-adaptacdo aos espinhos, aumentando a quantidade de
tecido conjuntivo estrutural em seu trato genital, reduzindo assim a extensao das
feridas pelos machos (Ronn et al., 2007). Entdo, € necessario explorar o impacto

desses ornamentos masculinos na genitalia feminina e suas contra-adaptacdes
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evolutivas, para assim, conseguir melhor entender as fungcdes dessas ornamentagdes
(Ah-King et al., 2014).

A anatomia macroscopica do trato reprodutivo de fémeas em Squamata
(serpentes e lagartos) foi primeiramente descrita em trabalhos que datam de meados
do século XIX (Giacomini, 1893; Fox, 1977). Desde entdo, poucos estudos descrevem
a anatomia topogréfica e histoldgica (a saber, Blackburn, 1998). Sanchez-Martinez e
seus colaboradores (2007) foram os primeiros pesquisadores a fazerem um trabalho
comparativo histolégico da genitalia feminina em Squamata. Showalter et al. (2014)
descreveram a variacdo morfolégica da genitalia feminina em duas espécies de cobra
d’agua intimamente relacionadas. Seus resultados mostraram variacao interespecifica
e intraespecifica, ressaltando que a genitalia feminina varia mais do que inicialmente
reconhecido.

Recentemente De-Lima et al. (2019) descreveram e compararam as genitalias
masculinas e femininas de Tropidurus torquatus. Os resultados demonstraram
possivel efeito de selecdo sexual na forma da genitélia, sendo a variacdo dos tracos
hemipenianos possivelmente relacionada pela acédo da escolha criptica da fémea e
coevolucao das genitalias.

Muitas metodologias séo utilizadas para descrever e comparar a forma e a
morfometria geométrica € uma delas. Esta metodologia tem como objetivo descrever
e representar a forma das estruturas estudadas, identificando as regides onde
ocorrem mudancas e, representando graficamente tais mudancas da forma (Fornel,
2005). Essas descricdes baseiam-se em pontos de referéncia, denominados marcos
anatdmicos, que se caracterizam como pontos de correspondéncia presentes em
cada objeto, que coincidem entre e dentro das populacbes estudadas (Dryden &
Mardia, 1998). As coordenadas desses pontos de referéncia em estruturas
homoélogas, sejam de duas ou trés dimensdes, sdo as variaveis que capturam as
informacgdes sobre a geometria das estruturas estudadas.

No espaco de forma, a menor distancia entre a referéncia e a configuracdo do
alvo, chamada de distancia de Procrustes, € a medida crucial em todas as analises
morfométricas geomeétricas (Mutanen & Pretorius, 2007). O método usa conjuntos de
coordenadas bidimensionais ou tridimensionais de marcos anatdémicos, que Sao
sobrepostos eliminando efeitos de posicéo, escala e orientacdo. Para eliminar os
efeitos de tamanho da forma, os chamados tamanhos de centroide (raiz quadrada das

somas das distancias quadradas de um conjunto de marcos anatdomicos a partir de
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seu centroide) sdo calculados para configuragbes dos marcos e descreve o tamanho
geral de um objeto de forma confiavel (Zelditch et al., 2004; Mutanen & Pretorius,
2007; Silveira, 2011).

Uma outra maneira de comparar tracos morfolégicos, néo utilizando apenas o
tamanho do traco, mas sua proporcao em relacado ao tamanho do corpo, é a alometria.
Alometria refere-se as taxas de crescimento diferenciadas das partes do corpo de um
dado organismo em relacdo ao tamanho total do individuo (Gayon 2000; Shingleton
et al., 2008). Ha& uma premissa de que o tamanho de diferentes tracos morfolégicos
esteja fortemente correlacionado com o tamanho do corpo, com relacdes de escala
que frequentemente seguem uma lei de poténcia (Y = aX?), se a equacéo alométrica
for linearizada obtém-se uma transformacéao logaritmica: log Y = a + b log X. Os
parametros a e b sdo intercepto e o coeficiente alométrico, respectivamente. O a
indica como o tamanho de uma caracteristica varia com o tamanho total do organismo
ou com o tamanho de outra estrutura, e b indica diferenga na proporgéo de tamanho
da estrutura avaliada (Silva, 2015).

O atributo analisado pode exibir isometria, alometria positiva ou negativa,
dependendo de sua taxa de crescimento. Isometria € quando o traco cresce
proporcionalmente ao tamanho total do corpo, e o coeficiente alométrico é igual a 1.
Alometria positiva ocorre quando a estrutura exibe uma taxa de crescimento maior do
gue o esperado pelo tamanho do corpo, e dessa forma, apresenta o coeficiente
alométrico maior que 1. Finalmente, alometria negativa ocorre quando individuos
maiores da populacéo apresentam o traco estudado comparativamente menor do que
o esperado pelo tamanho do corpo, e apresentam o coeficiente alométrico menor que
1.

A selecdo sexual é usualmente considerada um fator que favoreca a evolucao
dos tracos alométricos positivos, visto que o tamanho maior da caracteristica confere
diretamente um beneficio durante a competicdo sexual e a escolha dos machos pelas
fémeas, 0 que resulta em maior selecdo direcional no tamanho do traco do que no
tamanho corporal, um exemplo classico é a galhada de cervos (Bonduriansky & Day,
2003; Bonduriansky, 2007; Eberhard et al., 2009). Estudos do padrédo alométrico da
genitalia masculina de insetos e aracnideos mostraram que recorrentemente essas
estruturas apresentam alometria negativa. Este evento foi discutido por Eberhard

(1985) que sugeriu a hipotese de selegéo sexual “one-size-fit-all’, onde o tamanho da
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genitalia masculina se mantém populacionalmente constante para se adaptar ao
tamanho médio da genitalia feminina.

A analise dos padrdes alométricos em caracteres hemipenianos em lagartos de
duas linhagens irmés de Anolis mostraram que cada linhagem apresentou um padréo
alométrico: uma das subespécies com alometria negativa para os tracos analisados,
enguanto a outra apresentou isometria (Klaczko & Stuart 2015). De forma semelhante,
Tropidurus torquatus apresentou alometria negativa para varios tracos hemipenianos
analisados, e a genitalia feminina todos os tracos vaginais apresentam alometria
negativa (De-Lima et al. 2019). Ambos trabalhos levantam uma discussao do papel
da escolha criptica feminina na selecdo sexual dos tracos hemipenianos,
corroborando ainda mais sobre a importancia de se conhecer a anatomia da genitalia
feminina

O género sul americano Tropidurus (Wied-Neuwied,1825) apresenta 30
espécies (Carvalho et al., 2018), que ocorrem predominantemente em areas abertas,
(Rodrigues, 1987; Vitt, 1993; Carvalho, 2013). O género é extensamente estudado,
tendo a sua ecologia, fisiologia e reproducéo ja descritos na literatura para a maioria
das espécies. Além disso, em algumas regides do Brasil, espécies diferentes do
género ocorrem em simpatria, tornando-se um modelo interessante para estudos de
anatomia comparativa e deslocamento de carater (“character displacement”).

Considerando que Tropidurus é um grupo diverso, com especiacdo recente,
nos hipotetizamos que existe variacao na forma e tamanho da genitalia feminina, para
tanto dividimos esta dissertacdo em dois capitulos. O primeiro capitulo teve como
objetivo de descrever e quantificar a variacdo morfolégica inter e intraespecifica da
genitalia feminina de espécies do género Tropidurus. No segundo capitulo nosso
objetivo foi testar se a sintopia secundaria (i.e., contato secundario) entre as espécies
Tropidurs aff. torquatus e T. hispidus levou a um deslocamento da morfologia da
genitalia feminina, potencialmente reforcando as barreiras reprodutivas. Para testar

essas predi¢des nos utilizamos os métodos de morfometria geométrica e alometria.
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OBJETIVOS

Os obijetivos gerais deste trabalho séo:

Avaliar e descrever a presenca de variacdo morfoldégica nas genitélias
femininas das espécies de Tropidurus em diferentes niveis: intra, interespecifico e
entre grupos monofiléticos do género.

Assim o0s objetivos especificos séo:

- Capitulo 1

1. Avaliar e descrever a forma da genitalia feminina entre espécies de
Tropidurus usando morfometria geométrica,

2. Verificar a presenca de variacdo de tamanho na genitalia feminina entre
espécies utilizando alometria;

3. Avaliar a presenca de variacdo ontogenética da forma da genitalia feminina
de Tropidurus oreadicus usando morfometria geométrica;

4. Verificar a presenca de variagcdo ontogenética de tamanho utilizando

alometria em Tropidurus oreadicus.

- Capitulo 2

1. Descrever a variacdo da forma interespecifca em duas espécies sintopicas
de Tropidurus;

2. Verificar a presenca de variacdo de tamanho da genitdlia entre espécies

sintopicas de Tropidurus.
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INTRODUCAO

A grande diversidade da genitalia masculina, e em menor escala a genitalia
feminina, vem sendo extensivamente estudada e muitas hipéteses foram postuladas
com o intuito de descrever a origem e manutencao dessa diversidade morfoldgica,
como as hipoteses de chave e fechadura Dufour (1844), pleiotropia (Mayr, 1963) e
selecao sexual (Eberhard ,1985; 1997; 1998; 2001).

A hipétese de chave e fechadura foi proposta por Dufour (1844) e propde que
a divergéncia da genitalia entre espécies diferentes ocorra para evitar a hibridizacao.
Neste caso as genitalias incompativeis ndo teriam sucesso na reproducao e isso
resultaria em uma rapida evolucdo das genitalias complementares em machos (chave)
e fémeas (fechadura) dentro das espécies (Dufour 1844; Shapiro & Porter 1989).
Impulsionando, assim, a coevolucdo dessas genitalias o que reduzia a probabilidade
de acasalamento interespecifico.

Apesar dessa hipétese ter sido amplamente apoiada pelos taxonomistas
durante um longo periodo de tempo, ndo é consistente com evidéncias baseadas na
morfologia do trato reprodutivo feminino, encaixe das genitalias durante a copula,
variacao intraespecifica na morfologia da genitélia ou variacdo geografica na genitalia
de uma mesma espécie (Hosken & Stockley, 2004).

J& a hipétese de pleiotropia (Mayr, 1963), também conhecida como evolugao
neutra, sugere que os 0rgaos genitais evoluem indiretamente através da selecao de
outras caracteristicas que sao geneticamente correlacionadas. Essa ideia é apoiada
pela evidéncia de que os efeitos dos genes pleiotrépicos podem influenciar a genitalia
(Arngvist & Thornhill, 1998).

A pleiotropia na perspectiva da genitalia feminina, sugere que a genitalia pode
se diversificar devido a bases genéticas de desenvolvimento compartilhadas com a
genitalia masculina, que evoluem rapidamente por razdes diferentes. Essa visdo esta
em contraste com a hipotese da pleiotropia para a evolugéo da genitalia masculina,
que tem como base correlagBes genéticas com outros tracos ndo genitais, essa
hipotese visa estreitamente as correlacdes genéticas entre os genitais masculinos e
femininos (Langerhans et al., 2016).

Aideia de que a sele¢do sexual influencia a evolugéo genital foi extensivamente

desenvolvida por Eberhard (1985, 1997, 1998, 2001) no contexto da selecao sexual
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pés-copula. Esta hipétese sugere que a forma e o tamanho genital estdo sob selecéo
através do sucesso da fertilizagdo. Trés mecanismos de selecao sexual sdo evocados
com mais frequéncia: 1) escolha criptica da fémea (Eberhard, 1985), qualquer
processo ou estrutura pos-copula controlado por fémeas, que influencia a paternidade
em relagdo aos machos que tém um certo fenotipo quando as fémeas acasalam com
mais de um macho (Hosken & Stockley, 2004); 2) conflito sexual (Lloyd, 1979), onde
a morfologia genital resulta de um conflito sobre o controle da fertilizacdo entre
machos e fémeas; e 3) competicdo espermatica, onde a variacdo na genitalia
masculina influencia o sucesso da fertilizacao através da colocacdo ou deslocamento
de espermatozoides (Waage, 1979).

A anatomia macroscopica do trato reprodutivo de fémeas em Squamata
(serpentes e lagartos) foi primeiramente descrita em trabalhos que datam de meados
dos séculos XIX e XX (Giacomini, 1893; Fox, 1977). Desde entdo, poucos estudos
descrevem a anatomia topogréfica e histolégica (a saber, Blackburn, 1998). Entre
eles, estd o de Sanchez-Martinez e seus colaboradores (2007), que investigaram a
genitdlia feminina em Squamata e identificaram as regibées do complexo vagino-
cloacal para o grupo, que inclui a regido da transicao Utero-vagina, vagina, cavidade
cloacal, bexiga urinaria, ureteres e a regiao final do trato digestivo. A cavidade cloacal
€ constituida de trés regides delimitadas segundo suas caracteristicas histolégicas:
urodeum (cavidade cloacal anterior que une os esfincteres vaginais por meio de
tubérculos genitais em diferentes niveis da cavidade urodeal), coprodeum (ou regido
anal é um esfincter que liga a por¢ao distal do trato intestinal a regido ventral da
cloaca) e proctodeum (porcdo mais distal da cloaca que se comunica com o exterior
e pode apresentar glandulas secretoras). O urodeum pode variar, apresentando uma
forma simples ou bifida, de acordo com a extensao dos dois prolongamentos (cornos
urodeais).

Siegel et al. (2012) analisaram genitalias femininas de 26 familias de serpentes.
Neste trabalho identificaram trés caracteristicas da “bolsa” com variagao morfoldgica
(bifurcada, separada ou simples). Ainda nesse trabalho eles fazem consideracgdes
acerca da evolucéo da estrutura dentro do grupo.

Mais recentemente, Showalter et al. (2014) examinaram a genitalia feminina de
duas espécies de cobra d’agua (Nerodia fasciata e N. sipedon) e observaram que a

variacdo morfologica na vagina feminina esta fortemente correlacionada com a
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ontogenia e a maturacdo sexual, e que a vagina € diferente nessas duas espécies
intimamente relacionadas.

Apesar desses trabalhos supracitados, estudos comparativos da genitalia
feminina ainda sé@o negligenciados e escassos, entre 0s motivos esta a dificuldade de
acesso e preparacao dessas estruturas, e a ideia de que, por ser uma estrutura
interna, de tecido mole, ndo apresentasse variagdo como a genitalia masculina. Dessa
forma, existe um desbalanco entre o conhecimento geral sobre evolugdo das
genitdlias e uma lacuna sobre os processos que geram e mantem a diversidade
morfologica destas estruturas (Hosken & Stockley 2004; Showalter et al., 2014).

A familia Tropiduridae esté distribuida na América do Sul, Caribe e Galapagos
(Silva & Araujo, 2008). Entre os géneros da familia Tropiduridae, Tropidurus (Wied-
Neuwied,1825) apresenta cerca de 30 espécies (Carvalho et al., 2018), que ocorrem
predominantemente em areas abertas, restritas a América do Sul (Rodrigues, 1987;
Vitt, 1993; Carvalho, 2013). As espécies sao descritas como onivoras, com estratégias
alimentares do tipo senta-e-espera (Araujo, 1987; Van Sluys, 1993, 1995). Possuem
na maioria dos casos, um ciclo reprodutivo sazonal, com reproducdo na estacao
chuvosa e desova na seca (Van Sluys, 1993; Wiederhecker et al., 2002).

O género foi dividido em quatro grupos monofiléticos, baseado em uma
filogenia com caracteres morfolégicos e moleculares: bogerti, spinulosus,
semitaeniatus e torquatus (Frost et al., 2001).

Afim de saber se existe variacdo da forma e tamanho das genitalias femininas
entre grupos monofiléticos e entre espécies de Tropidurus, nG6s examinamos a vagina
de 7 espécies de 2 grupos monofiléticos, a saber, grupo spinulosus: T. xanthochilus
(Harvey & Gutberlet, 1998) e T. sp. nov.; grupo torquatus: T. hispidus (Spix, 1825), T.
itambere (Rodrigues, 1987), T. montanus (Rodrigues, 1987), T. oreadicus (Rodrigues,
1987) e T. aff. torquatus (Wied-Neuwied, 1820) (Figura 1). A Figura 2 mostra a relacao
filogenética das espécies de Tropidurus, e em destaque as espécies utilizadas nesse
estudo, com excecao de T. sp. hov., que nao esta incluida nessa filogenia.

Para responder se existe variagdo ontogenética intraespecifica na genitalia
feminina analisamos espécimes de Tropidurus oreadicus, separadas em duas classes

de tamanho, segundo a maturacao sexual.
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Figura 1 — Espécies de interesse. A- Tropidurus hispidus (foto: Carvalho et al., 2013); B- T.
itambere (foto: Welington Coelho); C- T. montanus (Foto: Laurie Vitt, The Reptile Database);
D- T. oreadicus (foto: Welington Coelho); E- T. torquatus (foto: Welington Coelho); F- T. sp.
nov. (foto: Welington Coelho) e G- T. xanthochilus (foto: Welington Coelho).
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Figura 2 — RelagOes filogenéticas de Tropidurus (Carvalho et al.,
2013), com destaque para os espécimes utilizados nesse trabalho.
Com triangulo espécie representante do grupo spinulosus e em

circulo grupo torquatus.
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MATERIAIS E METODOS

Amostragem dos taxons
-Variagao interespecifica

Analisamos as genitalias femininas de sete espécies de dois grupos do género
Tropidurus, provenientes das colecbes do Laboratério de Anatomia Comparativa de
Vertebrados (LACV) da Universidade de Brasilia (UnB), do Laboratério de
Herpetologia da Universidade de Sao Paulo (USP) e Universidade Federal de Mato
Grosso (UFMT) (Tabela 1).

Tabela 1 - Lista da amostragem das espécies de Tropidurus
utilizadas e grupos a que pertencem.

Grupo Espécie N
T. aff. torquatus 33
T. hispidus 23
Gr. torquatus T. oreadicus 6
T. itambere 2
T. montanus 2
_ T. sp. nov. 5
Gr. spinulosus ,
T. xanthochilus 1

A determinacao das espécies dos individuos coletados foi realizada por André
de Carvalho e todos os espécimes analisados foram considerados adultos, com a
maturacao identificada pelo tamanho (CRC) utilizando como referéncia os seguintes
trabalhos: Tropidurus torquatus (Wiederhercker et al., 2002); T. hispidus (Vitt et al.,
1996); T. oreadicus (Meira et al., 2007); T. itambere (Faria & Araujo, 2004); T.
montanus (Van Sluys et al., 2002) (Tabela 2). Para as espécies T. xanthochilus e T.
sp. nov., utilizamos como base o menor CRC para fémea sexualmente madura

encontrado nos trabalhos supracitdos.
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Tabela 2 — Lista dos dados coletados na literatura relacionados a maturidade sexual das espécies
de Tropidurus utilizadas, indicando o CRC, por espécie, da menor fémea sexualmente madura.

Espécie CRC Trabalho
T. aff. torquatus 65 mm Wiederhecker et al., 2002
T. hispidus 56 mm Vitt et al., 1996;
T. oreadicus 58 mm Meira et al., 2007
T. itambere 52 mm Faria & Araujo, 2004
T. montanus 56.5 mm Van Sluys et al., 2002

- Variagdo ontogenética

Analisamos genitalias femininas de 12 individuos da espécie Tropidurus
oreadicus de fémeas categorizadas em dois grupos de acordo com seu tamanho (6

juvenis: CRC de até 57 mm; 6 adultas: 58mm em diante) segundo Meira, et al. (2007).
Preparo das genitalias

A cloaca e o trato genital foram removidos através de uma incisdo na regido
pélvica. Para tanto foi necessario fazer um corte superficial na pele tracando a forma
de Y invertido até préximo a regido da cintura pélvica e delicadamente contornando a
abertura cloacal. O tegumento foi deslocado cuidadosamente para preservar sua
caracteristica. Com o auxilio de uma tesoura a pelve foi rompida para acesso a
genitélia. Utilizando uma pin¢a, segurando na base da cloaca, foi realizada a remocao
da genitalia, fazendo uma incisdo no ponto que identificamos o final dos cornos

urodeais (Figura 3).
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Figura 3 — A- Fémea ap0és retirada da vagina, mostrando corte superficial em
Y invertido. B- Pele rebatida, evidenciando a retirada da genitalia.

Apés retiradas, as vaginas foram seccionadas longitudinalmente, lavadas e,
entdo, limpas de tecidos conectivos, musculos e trato digestivo e mantidas em alcool
70% para analise interna. A face dorsal foi fotografada utilizando camera (Canon 40D,
objetiva EF 100mm /2.8 macro USM, Macro Close-up Raynox Dcr-250) através do
Software Helicon Remote (versao 3.9.7 W).

- Andlise e descricdo das genitalias
Descricdo qualitativa

Foi feita descricdo detalhada utilizando o artigo Sanchez-Martinez et al. (2007)

para nomenclatura morfolégica de vagina.

Analise de morfometria geométrica

Afim de descrever a variagao na forma das genitalias digitalizamos seis marcos,
seguindo os pontos definidos por Showalter et al. (2014) utilizando o tpsDig versao
2.22 (Rohlf, 2015) (figura 4A), apdés importar as imagens com o tpsUtil versao 1.64

(Rohlf, 2013). Os marcos incluem as bordas externas dos arcos cloacais (3 € 5), 0
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ponto médio entre os arcos cloacais logo abaixo da escama cloacal ventral (4), o ponto
médio da conexdo entre o oviduto e a vagina (1) e o ponto médio entre as duas
conexdes do oviduto (cornos) (2 e 6). Também usamos 10 semi-marcos (7-16) entre
0s marcos de referéncia, afim de analisar o contorno das vaginas (Figura 4A).
Usando o tpsRelw verséo 1.61 (Rohlf, 2015) foram geradas grades deformacgao
para que a variacdo da forma da genitalia seja melhor observada. As coordenadas
alinhadas resultantes para os marcos e semi-marcos foram usadas para analises
adicionais de forma em MorphoJ (Klingenberg, 2011). A sobreposicdo de procrustes
para minimizar as diferencas entre os individuos com base na posi¢ao, rotacao e
escala (Adams et al., 2004), a visualizacao do morfoespaco que separa 0s espécimes
por espécie, gerar os principais componentes (PCs), ANOVA de Procrustes e analise

de regresséao foram realizadas no MorphoJ.

Analise de alometria

Utilizando o Software Image J (1.53e) (Schneider et al. 2012) nas imagens
digitais obtidas foram medidos o0s seguintes tracos: comprimento da regido proctodeal-
urodeal (FPUR), comprimento dos cornos urodeais (FUC) e comprimento total da
cloaca feminina (FIGL) (Figura 4B). Também foram obtidos dados do comprimento

rostro-cloacal (CRC) de cada espécime usando paquimetro.

No software R (R Core Team, 2019), nés geramos uma Analise de Componentes
Principais (PCA) a partir das medidas lineares para inferir se os tamanhos dos tracos

sdo afetados pelas espécies.
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Figura 4 — Marcos anatdbmicos e medi¢cdes da face dorsal da genitalia
feminina. A- Marcos anatbmicos (1-6) e semi-marcos (7-16). B- Medidas
lineares. Comprimento dos cornos urodeais (FUC), comprimento da regido
proctodeal-urodeal (FPUR). Individuo: T. aff. torquatus (MTR29784).
Escala: 1mm.

Foi descrita a alometria ontogenética e evolutiva para as caracteristicas
cloacais anteriormente mencionadas. O coeficiente de alometria (b) foi estimado como
a inclinacdo de uma regresséao linear de valores de tracos contra o CRC (Eberhard et
al., 1998). Para cada caracteristica, foi testado se o coeficiente de alometria é
significativamente diferente da isometria (b = 1) usando a funcao de teste de inclinacéo
no pacote Smatr do software R (Warton et al., 2012; R Core Team, 2019).

Foi realizada uma Analise de covariancia (Ancova) para verificar se ha efeito
da espécie sobre os tracos analisados quando controlado pelo CRC do individuo,

também utilizando o software R (R Core Team, 2019).
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RESULTADOS
e Variacdo em Tropidurus
- Descricdo qualitativa

A morfologia genital feminina em Tropidurus, nas espécies analisadas, no geral
€ marcada pela sua forma em “Y”, exceto na espécie T. xanthochilus que apresenta
uma forma em “T” (Figura 5). A seguir fazemos uma descricdo detalhada por espécie
analisando os individuos adultos:

Tropidurus hispidus apresenta vagina mais longa do que larga, cornos
desenvolvidos em forma de “Y”, com certo grau de bifurcagéo. O lumen cloacal mostra
uma mucosa composta por aproximadamente cinco dobras, com a regido proctodeal-
urodeal — FPUR (caudal) medindo 4.403 £ 1.054 mm. Os cornos urodeais (FUC)
apresentam um comprimento de 3.577 + 0.772 mm, totalizando um tamanho total
(FIGL) de 7.980 = 1.574 mm (Figura 5A).

Tropidurus itambere, apresenta uma genitalia bem mais curta do que as
observadas para as espécies do grupo torquatus, exceto T. sp. nov. e T. xanthochilus,
que possuem as menores genitlias analisadas. Apresenta cornos em forma de “Y”.
Podemos observar cerca de 3-4 dobras na mucosa do lumen cloacal. A regido cranial,
cornos urodeais (FUC) apresentam um comprimento de 2.536 + 0.519 mm, enquanto
a caudal (FPUR) mede 3.247 + 1.408, dando um comprimento total (FIGL) de 5.782 +
1.926 (Figura 5B).

J& a vagina de Tropidurus montanus é menor do que de T. hispidus e T. aff.
torquatus, porém maior que as das demais espécies. Ainda assim, ela possui
bifurcacao dos cornos urodeais em forma de “Y”. A mucosa do lumen cloacal aparenta
ser mais lisa, com menos dobras. Com medidas para ‘FUC’ de 3.119 + 0.369 mm,
‘FPUR’ de 3.413 + 0.104 mm e ‘FIGL’ 6.532 + 0.265 mm (Figura 5C).

Tropidurus oreadicus possui um grau de bifurcagdo maior, quando comparado
com demais espécies do grupo torquatus, em forma de “Y”, com cornos tendendo a
ser mais separados. O limen clocal também possui dobras na sua mucosa (cerca de
3), porém mais suaves. A regiao caudal da genitalia (FPUR) mede 3.794 + 0.885 mm,
a cranial (FUC) 2.970 £ 0.662 mm e o comprimento total (FIGL) 6.765 + 1.424 mm
(Figura 5D).

Enquanto Tropidurus aff. torquatus possui uma vagina alongada, mas ela é

mais larga em relacdo a genitalia feminina de T. hispidus, e também possui bifurcacao
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dos cornos em “Y”. A mucosa do lumen cloacal possui cerca de trés pregas, com a
regido proctodeal-urodeal (FPUR) medindo 5.490 + 1.175 mm, 0s cornos urodeais
(FUC) com o tamanho de 3.426 + 0.739 mm e comprimento total (FIGL) de 8.915 *
1.699 mm (Figura 5E).

Tropidurus sp. nov. possui uma genitalia comparativamente curta e possui
cornos bifurcados em “Y”. O lumen cloacal € o que mais apresentou dobras em sua
mucosa (aproximadamente oito). Com medidas de ‘FUC’ de 2.453 + 0.470 mm,
‘FPUR’ de 2.560 + 0.488 e ‘FIGL’ de 5.013 + 0.857 (Figura 5F).

Ja Tropidurus xanthochilus, apresenta uma vagina muito curta, com alto grau
de bifurcagdo, com cornos urodeais se abrindo em forma de “T”. A mucosa do limen
cloacal possui quatro dobras e o comprimento da regido caudal (FPUR) da vagina &
de 1.766 mm, e o comprimento dos cornos (FUC) 0.976 mm, totalizando um tamanho
total da genitélia de 2.742 mm (Figura 5G).

Com isso, podemos notar na tabela 3 que a espécie T. aff. torquatus apresentou
uma das maiores medidas para cornos urodeais — FUC (cranial) e maior regido
proctodeal-urodeal — FPUR (caudal) medindo 3.426 + 0.739 e 5.490 + 1.175,
respectivamente. Consequentemente apresentou também maior comprimento total da
genitalia (FIGL), medindo 8.915 + 1.699.

Tabela 3 — Resumo das medidas dos tragcos vaginais: comprimento dos cornos
urodeais (FUC), comprimento da regido proctodeal-urodeal (FPUR), comprimento
total da genitalia feminina (FIGL).

Espécie FUC FPUR FIGL
T. hispidus 3.577+0.772 4.403 £ 1.054 7.980 +£1.574
T. itambere 2.536 + 0.519 3.247 +£1.408 5.782 +£1.926
T. montanus 3.119 + 0.369 3.413 +£0.104 6.532 £ 0.265
T. oreadicus 2.970 + 0.662 3.794 £ 0.885 6.765 £ 1.424
T. sp. nov. 2.453 +£0.470 2.560 + 0.488 5.013 £ 0.857
T. aff. torquatus 3.426 £ 0.739 5.490+1.175 8.915 + 1.699

T. xanthochilus 0.976 1.766 2.742
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Figura 5 — Aspecto da forma geral da vagina (face dorsal). A- T. hispidus (MTR29835); B- T.
itambere (LACV3849); C- T. montanus (MTR30457); D- T. oreadicus (LACV3858); E- T. aff.
Torquatus (MTR29784); F- T. sp. nov. (LACV3842); G- T. xanthochilus (LACV3852). Escala
1mm.

- Morfometria Geométrica

Podemos observar que as espécies apresentaram diferenca significativa na
forma das vaginas. Os resultados das variagcdes morfoespaciais da vagina incluindo
todos os individuos sdo mostrados na Figura 6. Os trés primeiros componentes da
PCA explicaram 67,04 % da variacao, sendo o PC1 35,25%, enquanto o PC2 19,83%.
Plotamos o primeiro eixo contra o segundo, e os componentes de PC1 com valores

positivos mostram vaginas mais curtas e largas, e os de valores negativos vaginas
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mais alongas e estreitas. O segundo eixo descreve a variacdo em relacao a orientagao
dos cornos, onde valores positivos representam vaginas com cornos urodeais em
forma de “Y” e valores negativos vaginas que tendem a uma forma “T”.

As espécies analisadas, mesmo com alguma sobreposicao, tém a forma da
vagina diferenciada no morfoespaco. A ANOVA de Procrustes revelou que o tamanho
(P <0.0001) e forma (P <0.0001) da genitalia feminina sdo taxonomicamente distintas,

Ou seja, as espécies aqui estudadas podem ser distinguidas quando comparadas a
morfologia vaginal.
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Figura 6 - Variacdo morfoespacial da vagina em Tropidurus.

Ja quando fizemos a mesma analise utilizando a forma média das espécies o
PC1 explicou 64,53% da variancia e o PC2 20,53%. Onde podemos observar que ha
uma sobreposic¢do da forma média das genitalias de Tropidurus sp. nov. e T. itambere,
apresentando cornos em forma de “Y” e, em média, genitalias mais largas do que as
outras espécies. T. montanus, T. oreadicus e T. hispidus, apresentam meédia das
formas proximas, parecendo formar um grupo, com T. aff. torquatus um pouco mais

afastado. T. hispidus e T. aff. torquatus apresentando em média genitalia mais
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alongadas e mais estreitas, com cornos urodeais bifurcados em “Y”. Enquanto T.

xanthochilus no extremo da forma, apresenta uma vagina mais curta e alto grau de
bifurcagdo, com cornos se abrindo em “T” (Figura 7).
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Figura 7 — Andlise de Componentes Principais das médias por espécie.

Forma em preto representa a média das formas e em azul as variagfes de
cada extremo.

A analise de regressdo demonstrou que 30,7% da variacdo da forma poderiam
ser explicados pela variagdao no tamanho do centroide (Figura 8).
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Figura 8 — Gréfico de regressao PC1 pelo Log do tamanho do centroide. As
elipses representam intervalo de confianca de 0.7.

- Padréo Alométrico

Realizamos uma Andlise de componentes Principais (PCA) com as medidas
lineares para saber se os tamanhos dos tracos separam as espécies. Onde o PC1
explicou 85.16% da variancia e o PC2 explicou 14.84%. Sendo o traco FIGL com maior

contribuicdo para o PC1 e o FUC para o PC 2 (Figura 9, Tabela 4).
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Figura 9 — Distribuicdo das espécies em relagdo ao tamanho dos tragcos e
contribuicdo das variaveis lineares para cada eixo da PCA. Comprimento dos cornos
urodeais (FUC), comprimento da regido proctodeal-urodeal (FPUR), comprimento
total da genitalia feminina (FIGL).
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Tabela 4 — Contribuicdo das varidveis lineares para cada eixo da PCA.
Comprimento dos cornos urodeais (FUC), comprimento da regido proctodeal-
urodeal (FPUR), comprimento total da genitélia feminina (FIGL)

Traco PC1 PC2

FUC 28.42% 61.52%
FPUR 32.65% 37.24%
FIGL 38.93% 1.24%

Para Tropidurus aff. torquatus e T. hispidus todas as caracteristicas femininas
analisadas apresentaram alometria positiva, com inclinacdes alométricas
significativamente maiores de 1. Enquanto as inclinacées alométricas para os tracos
analisados ndo foram significativamente diferentes de 1,0 para as espécies T. sp. nov.
e T. oreadicus, indicando isometria, exceto o tragco ‘FUC’, que apresentou alometria
positiva nessa Ultima espécie (Figura 10, Tabela 5). Para as demais espécies nao foi

possivel estimar o coeficiente alométrico pelo baixo nimero de representantes.
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Tabela 5 — Resumo das estatisticas de regressdo entre tracos comprimento dos cornos
urodeais (FUC), comprimento da regido proctodeal-urodeal (FPUR), comprimento total da
genitdlia feminina (FIGL) e tamanho corporal (CRC) realizadas em T. aff. torquatus, T. sp.
nov, T. hispidus e T. oreadicus. b = coeficiente alométrico; r2 = coeficiente de determinacao
e P = significancia de inclinag&o diferente de 1.

Alometria
Espécie Trago
b r2 P
FUC 1.738 0.519 <0.001
T. aff. FPUR 1673 0.371 <0.001
torquatus
FIGL 1.493 0.544 0.002
FUC 1.916 0.437 0.206
T. sp. nov. FPUR -1.847 0.001 0.340
FIGL 1.695 0.123 0.382
FUC 2.076 0.205 <0.001
T. hispidus FPUR 2.154 0.088 <0.001
FIGL 1.829 0.177 0.004
FUC 2.987 0.053 0.053
T. oreadicus FPUR -2.524 0.137 0.084
FIGL -2.088 0.016 0.180

O gréafico da alometria evolutiva (Figura 11) mostrou que para 0 comprimento
dos cornos urodeais (FUC) T. aff. torquatus demonstrou ser bem distribuido ao longo
da reta da regressao, mostrando que o tamanho desse traco acompanha a variagcao
do tamanho do corpo. T. hispidus também tem uma certa distribuicdo, mas apresenta
alguns individuos variando o tamanho desse traco entre abaixo e a cima do esperado.
T. itambere, mesmo com poucos individuos demonstra uma tendéncia a acompanhar
a reta. Ja T. oreadicus e T. montanus tendem estar acima da reta de regressao,
demostrando um crescimento maior do traco que o tamanho do corpo. Enquanto T.
sp. nov. tem uma tendéncia a ficar abaixo da reta, e T. xanthochilus que esta muito
abaixo, mostrando tamanho muito menor que o esperado para esse traco vaginal em

relacdo ao tamanho do corpo.
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Para o comprimento da regido proctodeal-urodeal T. aff. torquatus tende a ficar
acima da reta de regressao, apresentando medidas de FPUR maiores do que o
esperado em relagdo ao CRC. Enquanto T. montanus, T. oreadicus, T. sp. nov e T.
xanthochilus demonstram tracos menores do que o esperado em relacédo ao tamanho
do corpo, com uma tendéncia a ficar abaixo da curva de regressdo. T. hispidus
também demonstrou uma tendéncia maior a ficar abaixo da curva, mas ainda assim,
alguns individuos acompanharam a curva ou ficaram um pouco acima.

Da mesma maneira que ‘FUC’ T. aff. torquatus mostrou ser bem distribuido,
mostrando que o comprimento total da genitalia (FIGL) acompanha a variacao de
tamanho do corpo. T. hispidus, T. sp. nov. e T. xanthochilus, demonstraram tamanho
menor do que esperado para esse traco em relagdo ao tamanho do corpo. T.
montanus acompanhou a curva de regressédo, enquanto T. oreadicus tende a
acompanhar a curva, mas com alguns individuos ficando a cima. T. itambere tanto
para ‘FPUR’ quanto para ‘FIGL’ mostra uma tendéncia de estar na curva ou um pouco

abaixo dela.
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Figura 11 — Regressdes de caracteristicas transformadas em log contra tamanho do corpo
transformado em log (CRC) para caracteristicas vaginais da alometria evolutiva.
Comprimento dos cornos urodeais (FUC), comprimento da regido proctodeal-urodeal
(FPUR), comprimento total da genitalia feminina (FIGL).

A Ancova demonstrou que ha efeito da espécie sobre o todos os tracos quando
controlado pelo CRC do individuo (Tabela 6). As comparacgdes entre pares mostraram
que héa diferenca entre os grupos, onde T. aff. torquatus divergiu no trago ‘FUC’ de T.
sp. nov. e T. xanthochilus e nos tragos ‘FPUR’ e ‘FIGL’ de T. hispidus, T. sp. nov. e T.
xanthochilus. Ja T. hispidus apresentou médias diferentes para o tragco ‘FUC’ apenas
entre T. xanthochilus, e além de ser diferente de T. torquatus nos tragos ‘FPUR’ e
‘FIGL’, divergiu também de T. sp nov (‘FPUR’ e ‘FIGL’) e T. xanthochilus (‘FPUR’).
Enquanto T. montanus mostrou médias diferentes apenas quando comparado com T.
xanthochilus nos tragos ‘FUC’ e ‘FIGL’. T. oreadicus divergiu de T. xanthochilus (‘FUC’
e ‘FIGL’) e T. sp nov. (‘FPUR’ e ‘FIGL’). Além das outras comparag¢des que mostraram
diferencas entre as médias T. sp. nov. divergiu, ainda de T. xanthochilus no trago
‘FPUR’. Enquanto T. itambere apresentou média diferente apenas de T. xanthochilus
no trago ‘FUC’ (Tabela 7 e Figura 12).
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Tabela 6 — Descricdo dos resultados da ANCOVA para os tragos.
Comprimento dos cornos urodeais (FUC), comprimento da regido

proctodeal-urodeal (FPUR), comprimento total da genitélia
feminina (FIGL).
Traco DF DF residuos F P
FUC 6 64 5.66 <0.0001
FPUR 6 64 11.40 <0.0001
FIGL 6 64 10.73 <0.0001

Tabela 7 — Comparacgdes dos tracos entre as espécies, valores de p. Comprimento dos

cornos urodeais (FUC), comprimento da regido proctodeal-urodeal (FPUR),
comprimento total da genitalia feminina (FIGL).
Grupos comparados Traco
grupol grupo2 FUC FPUR FIGL
T. aff. torquatus T. hispidus 1 0.0007 0.03
T. aff. torquatus T. itambere 1 0.254 0.64
T. aff. torquatus T. montanus 1 0.741 1
T. aff. torquatus T. oreadicus 1 0.169 1
T. aff. torquatus T. sp. nov. 0.23 <0.0001 <0.0001
T. aff. torquatus T. xanthochilus 0.0003 0.003 <0.0001
T. hispidus T. itambere 1 1 1
T. hispidus T. montanus 1 1 1
T. hispidus T. oreadicus 1 1 1
T. hispidus T. sp. nov. 0.31 0.002 0.002
T. hispidus T. xanthochilus 0.0004 0.135 0.001
T. itambere T. montanus 1 1 1
T. itambere T. oreadicus 1 1 1
T. itambere T. sp. nov. 1 1 1
T. itambere T. xanthochilus 0.01 1 0.06
T. montanus T. oreadicus 1 1 1
T. montanus T. sp. nov. 0.77 0.971 0.34
T. montanus T. xanthochilus 0.0007 0.740 0.01
T. oreadicus T. sp. nov. 0.07 0.034 0.005
T. oreadicus T. xanthochilus <0.0001 0.177 0.0007
T. sp. nov. T. xanthochilus 0.03 1 0.64
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Figura 12 — Variagdo dos tragos entre espécies. A- do comprimento dos cornos
urodeais (FUC); B- comprimento da regido proctodeal-urodeal (FPUR) e C-
comprimento total da genitalia feminina (FIGL).

e Ontogenia

A forma da genitélia feminina de Tropidurus oreadicus apresenta uma grande
variacdo durante o desenvolvimento e maturacdo como mostrado na Figura 13.
Podemos observar que a diferenca que mais chama atenc¢éo esta nos cornos, onde
juvenis apresentam a bifurcacdo menos proeminente do que as adultas. A regiao
caudal ndo apresenta tanta variacdo e tanto juvenis quanto adultas apresentam

dobras na mucosa do litmen cloacal.
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Figura 13 — Aspecto da forma geral da vagina de Tropidurus
oreadicus. A- juvenil; B- adulto. Escala 1mm.

- Morfometria Geométrica

Os resultados variagdes morfoespaciais da vagina, separados por maturidade,
sdo mostrados na Figura 14. Os trés primeiros componentes principais descreveram
78,12% da variagéao total da forma das vaginas, sendo o PC1 responséavel por 40,53%
da variancia, enquanto o PC2 28,91%. Plotamos entdo PC1 versus PC2, e o grafico
separou individuos adultos de juvenis de acordo com a forma da genitalia. O primeiro
eixo descreveu a variacdo no comprimento da vagina e grau de bifurcagéo dos cornos
urodeais, com valores positivos demonstrando vaginas mais curtas e mais bifurcadas,
e valores negativos vaginas mais longas com menor grau de bifurcacdo. O segundo
eixo descreve a variacao na largura, onde valores positivos representam vaginas mais

estreitas e valores negativos vaginas mais alargadas.
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Figura 14 — Variacdo morfoespacial da vagina de juvenis e adultas de T. oreadicus.
Dados separados por categoria de tamanho, em vermelho as fémeas adultas e em
azul as juvenis.

A analise de regressao demonstrou que apenas 0,7% da variacdo sao

explicados pela variacdo do tamanho do centroide (Figura 15).
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Figura 15 — Gréfico de regressdo PC1 pelo Log do tamanho do centroide. As
elipses representam intervalo de confianca de 0.7.

- Padrdo Alométrico durante o desenvolvimento ontogenético

Para os individuos juvenis e adultos as inclinagdes das retas para a regiao
proctodeal-urodeal e para o comprimento total da vagina nao foram significativamente
diferentes de 1, indicando uma isometria para esses tracos, no entanto, o comprimento
dos cornos urodeais foi significativamente maior que 1 sinalizando alometria positiva
(Figura 16, tabela 8).
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Tabela 8 — Resumo das estatisticas de regressao entre tracos comprimento dos cornos
urodeais (FUC), comprimento da regido proctodeal-urodeal (FPUR), comprimento total da
genitdlia feminina (FIGL) e tamanho corporal (CRC) realizadas em T. oreadicus. b =
coeficiente alométrico; r2 = coeficiente de determinacdo e P = significaAncia de inclinacéo
diferente de 1.

Maturidade Traco Alometria
b r? P
FUC 2.987 0.053 0.053
Adulto FPUR -2.524 0.137 0.084
FIGL -2.088 0.016 0.180
FUC 2.315 0.132 0.113
Juvenil FPUR -2.229 0.016 0.147
FIGL 1.439 0.005 0.497

A Ancova demonstrou que ha efeito da maturidade sobre o todos os tragcos
guando controlado pelo CRC do individuo (Tabela 9, Figura 17).

Tabela 9 — Descricdo dos resultados da ANCOVA para o0s
tracos, referentes a ontogenia. Comprimento dos cornos
urodeais (FUC), comprimento da regido proctodeal-urodeal
(FPUR), comprimento total da genitalia feminina (FIGL).

Trago DF DF residuos F P

FUC 1 9 6.41 0.03
FPUR 1 9 6.49 0.03
FIGL 1 9 11.68 0.008
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A andlise qualitativa da morfologia genital feminina € de grande importancia
para a descricdo anatdmica dessa estrutura. Neste capitulo né6s mostramos que a
maioria das espécies de Tropidurus aqui analisadas apresentaram vaginas em forma
de “Y”, identificando um padré&o morfologico similar com o que se sabe sobre a forma
da genitalia masculina para esse grupo (De-Lima et al., 2019), com excec¢do da
genitalia feminina em “T” de T. xanthochilus, de acordo com o que h& descrito para
genitalia masculina para algumas espécies do grupo spinulosus (Brenmaman, 2019).
Além disso fizemos uma descricao detalhada da forma da genitalia feminina de cada
espécie.

Em relacdo a forma das vaginas, a espécie que apresentou uma diferenca
drastica na forma foi T. xanthochilus, com um alto grau de bifurcacdo dos cornos
urodeais, as demais se diferenciaram em serem mais alongadas ou mais curtas, mais
largas ou mais estreitas e no niumero de dobras na mucosa do limen cloacal.

Nenhuma interacdo entre machos e fémeas é tdo direta quanto a cépula
(Brennan & Prum, 2015). O ajuste mecanico copulatdrio requer uma coevolucao das
genitdlias masculinas e femininas para possibilitar a cépula, e, portanto, essa
interacdo esta diretamente relacionada ao sucesso reprodutivo (Brennan, 2016),
principalmente quando relacionada ao papel da escolha criptica da fémea, a partir da
melhor estimulacédo proporcionada pela morfologia genital masculina (Eberhard &
Cordero, 1995).

O numero de trabalhos que tem discutido a coevolucéo genital sob perspectiva
da escolha criptica feminina vem aumentando (Ah-King et al., 2014; Brennan & Prum,
2015; Brennan, 2016; Langerhans et al.,, 2016). Brennan (2016) demonstrou a
interacdo inesperada das genitalias masculina e feminina de Thamnophis radix
usando micro-tomografia computadorizada, para inferir o que acontece durante a
copula e ver quais caracteristicas do macho interagem com as da fémea. O hemipénis
dessa espécie € profundamente bifurcado, com lobos abrindo em “T”, ja as fémeas
possuem vagina em forma de “Y” profundo. No entanto, depois de inflar o hemipenis,
a forma do 6rgéo se adapta a forma da vagina, se abrindo em “Y”, correspondendo a
genitalia feminina. Além disso a micro-CT mostrou que os espinhos do hemipénis sdo
incorporados em areas vaginais com mais tecido conjuntivo frouxo, que pode ser uma

resposta feminina para minimizar os danos causados pelos espinhos.
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Mais recentemente, De-Lima e colaboradores (2019) demonstraram
quantitativamente a correspondéncia das genitdlias masculinas e femininas de
Tropidurus torquatus e assim como em Thamnophis radix (Brennan, 2016) o grau da
interacdo morfolégica entre os sexos, levando em consideracdo a funcgéo
estimulatoria, pode impactar significativamente o sucesso da inseminacao. Fazer a
descricdo da genitalia masculina das espécies aqui analisadas que ainda néo
possuem descricéo, testes estatisticos para as medidas dos tracos hemipenianos e
comparar essas medidas com as ja obtidas para as fémeas, sdo necessarios para
verificar se existem também evidéncias de coevolugdo de tracos genitais nessas
espécies.

Ainda assim, a quantidade de estudos quantitativos que examinem a variacao
genital feminina é escassa. Além disso, essa escassez e a falta de compreenséo da
morfologia funcional da genitélia e do comportamento copulatério, impedem um maior
progresso em nosso entendimento dos mecanismos responsaveis pela coevolucao
(Breann & Prum 2015).

A analise de morfometria geométrica revelou que existe diferencas nas formas
das genitalias femininas entre as espécies analisadas, onde as vaginas variaram de
curtas e largas a alongadas e estreitas, no nimero de dobras na regido do limen
cloacal e no grau de bifurcacdo dos cornos urodeais. Um estudo vaginal em duas
espécies irmas de cobras d'agua (Showalter et al., 2014), que utilizou esse tipo de
analise, também encontrou diferencas de formas entre as espécies na proporcéo da
vagina entre as espécies.

Um estudo em Drosophila analisou a microestrutura das placas genitais
femininas usando Microscopia eletrdnica de varredura e morfometria geométrica,
mostrando que elas sdo especificas da espécie e coevoluem com as estruturas
masculinas que elas entram em contato durante a cépula (Yassin & Orgogozo
2013). Esses achados se opdem aos de estudos anteriores que consideraram a
genitalia feminina em Drosophila invariavel entre as espécies (Eberhard & Ramirez,
2004; Jagadeeshan & Singh, 2006).

Para a maioria das espécies analisadas as caracteristicas genitais femininas
apresentaram uma inclinacdo alomeétrica positiva, apresentando, no geral, aumento
maior do tamanho dos tragcos do que tamanho do corpo. Nossos resultados contrastam
com o que ha disponivel na literatura, que mostram um padréo oposto de inclinagfes

alométricas para genitalia feminina em lagartos (De-Lima et al., 2019) e corrobora com
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padrbes vistos em cetaceos (Orbach et al., 2017; Orbach et al., 2018). Orbach e
colaboradores (2018) consideram importantes o tamanho e a forma para a morfologia
funcional da genitalia, variando alometricamente com o tamanho do corpo. Tanto as
formas da genitalia masculina, quanto da feminina variam mais rapidamente que o
tamanho dessas genitalias (Simmons et al., 2009; Macagno et al., 2011; Simmons &
Firman, 2014), o que seria um facilitador do ajuste mecanico copulatério (Brennan &
Prum, 2015).

Analisando a variacdo da forma da genitalia feminina durante o
desenvolvimento ontogenético de Tropidurus oreadicus, corroboramos os resultados
prévios em vertebrados que demonstraram que a forma varia com o tamanho e a
maturacdo sexual das fémeas (Showalter et al. 2014; Orbach et al.,, 2018). As
mudancas ontogenéticas da forma genital tém o potencial de revelar quais aspectos
da genitalia sdo mais importantes para desempenhar uma funcdo copulatéria ou
reprodutiva. Por exemplo, cobras d'agua sexualmente maduras apresentam uma
bifurcacdo em suas vaginas que ndo € bem desenvolvida em fémeas sexualmente
imaturas, e os machos tém hemipénis bifurcados, sugerindo que a bifurcacdo das
fémeas é necessaria para a funcdo copulatéria (Showalter et al. 2014). Do mesmo
modo, Orbach et al. (2018), utilizando morfometria geométrica observaram uma
extensao e alargamento da regido cranial da vagina em fémeas sexualmente maduras
em golfinhos (Tursiops truncatus) e botos (Phocoena phocoena), que pode estar
associada ao papel da ponta do pénis na deposicao de espermatozoides préximo ao
colo uterino, que foi diferente dos resultados obtidos usando medidas lineares para
explorar mudancas ontogenéticas na genitalia de T. truncatus (Orbach et al., 2016),
esse acontecido evidencia a importancia do uso de varias ferramentas e técnicas na
exploracdo de padrbes de variagdo morfologica. Além disso essas variacdes
morfolégicas ao longo do desenvolvimento ontogenético, das genitalias femininas aqui
estudadas, podem ser explicadas por um aumento hormonal ligado a maturacéo
sexual.

Nosso trabalho é o primeiro a fazer uma descricdo qualitativa detalhada e
guantitativa das genitélias femininas de espécies de Tropidurus. NOs ainda trazemos
informacdes inéditas sobre a ontogenia da forma vaginal para o grupo. Para fortalecer
0S nossos achados, para trabalhos futuros, seria interessante realizar uma
comparacao entre genitalias masculinas e femininas dessas espécies para verificar

uma possivel acdo da coevolugcdo das genitalias na selecdo sexual. E ainda, uma
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descricdo histologica da genitalia feminina a procura de estruturas que possam

elucidar o papel que a maturacao sexual exerce na genitalia feminina.
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Capitulo I

Variacao interespecifica da genitalia feminina em espécies
simpatricas de Tropidurus (Wied-Neuwied, 1825) (Squamata:
Tropiduridae)
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INTRODUCAO

O conceito biolégico de espécie foi definido por Mayr (1942) como “grupo de
populagcdes naturais reais ou potencialmente intercruzantes, que Sao
reprodutivamente isoladas de outros grupos semelhantes”, com base nas ideias de
isolamento reprodutivo de Dobzhansky (1937). O isolamento reprodutivo além de ser
uma caracteristica definidora de uma espécie biologica, € parte integrante da criacéo
e manutenc¢do dos limites das espécies (Coyne & Orr, 2004). A quebra do isolamento
reprodutivo pode ocasionar fluxo génico entre espécies, tendo como resultado
hibridizacdo com esterilidade, inviabilidade da prole, assimilacdo genética das
espécies mais raras, introducdo de uma nova variagdo genética, refor¢o das barreiras
entre espécies, aumento ou diminuicdo da aptiddo dos hibridos em ambientes
naturais, além de poliploidia e especiacao rapida (Arnold, 1997; Arnold, 2006; Arnold
& Burke, 2006).

Acasalamento e hibridizacao interespecificos geralmente ocorrem em areas de
contatos secundario das espécies, verificado em estudos nos lagartos dos géneros
Aspidoscelis (Dessauer et al., 2000) e Podarcis (Pinho et al., 2009), da espécie de
serpente Vipera (Tarroso et al., 2014), entre outros répteis (Axtell, 1972; Jenssen,
1977; JanCuchova-Laskova et al., 2015; Panov & Zykova, 2016). Portanto, a
sobreposicao de faixa geografica € uma pré-condicdo essencial para a hibridizacéo
(Galoyan et al., 2019).

Leanché & Cole (2007) investigaram detalhadamente espécimes da zona de
contato de Sceloporus cowlesi e S. tristichus no leste do Arizona. Descreveram quatro
clados de mtDNA simpatricos, alguns dos quais se cruzam para formar hibridos.
Concluiram que esta zona de contato secundario contém varios processos operando
simultaneamente, incluindo a hibridizacao entre clados de mtDNA diagnosticaveis
morfologicamente e cariotipicamente dentro de S. tristichus, e contato secundario
entre duas linhagens de mtDNA distantemente relacionadas, mas morfologicamente
cripticas (S. tristichus e S. cowlesi). Assim a presenca de lagartos hibridos com pares
heteromorficos de cromossomos e meiose aparentemente bem-sucedida em
heterozigotos indica que o isolamento reprodutivo ndo esta completo entre alguns ou
todos os grupos de lagartos que interagem na zona hibrida em diferentes localidades
(Leanché & Cole, 2007).
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A ideia de que as espécies simpatricas que competem pelo mesmo conjunto
de recursos limitados devem ser favorecidas pela selecao natural para divergir no uso
de recursos e fenotipo (Brown & Wilson, 1956), é considerada um impulsionador chave
da diversificacdo evolutiva e da radiacdo adaptativa (Grant, 1972). Assim, o0
deslocamento de carater (Brown & Wilson, 1956; Grant, 1972) é uma divergéncia
evolutiva em caracteristicas de exploracdo de recursos que é causada pela
competicao interespecifica (Robinson & Wilson, 1994; Adams & Rohlf, 2000; Pfennig
& Murphy, 2003). Tem o potencial de explicar padrées ndo aleatdrios de co-ocorréncia
e diferencas morfolégicas entre espécies coexistentes (Schluter et al., 1985; Grant,
1999; Losos, 2000; Schluter, 2000a).

Lack (1947) introduziu o método de comparacédo entre populacdes simpatricas
e alopatricas, estudando os tentilhdes de Darwin do arquipélago de Galapagos.
Cunhou a ideia de que a selecéo para diminuir a competicao interespecifica s6 atuara
em areas onde as espécies realmente co-ocorrem. De modo que, se a competicao
promove divergéncia, os pares de espécies deveriam divergir mais onde ocorrem em
simpatria, do que onde cada um ocorre isoladamente. Esse processo tem duas
etapas, definidas por Stuart & Losos (2013): i) a competicdo interespecifica por
recursos limitados cria a selecdo natural que favorece os individuos mais adeptos da
particdo de recursos, o que (ii) leva as populacdes a divergirem adaptativamente, seja
alterando os meios de caracteristicas ou diminuindo variancia do traco. A competicao
interespecifica € a causa imediata do deslocamento de carater, criando o

particionamento do uso dos recursos que é a causa final da divergéncia fenotipica.
e Complexo torquatus

Tropidurus torquatus (Wied-Neuwied, 1820) tem uma histdria taxondmica
complexa resumida em Rodrigues (1987) e Frost (1992). Foi descrito no inicio do
século XIX (1820-1825) pelo principe de Wied, com base em animais do leste
brasileiro. ApGs a descricdo da espécie varias formas originalmente descritas como
novas foram acrescentadas ao grupo (Rodrigues, 1987).

Burt & Burt (1930, 1931) fizeram o sinbnimo de T. hispidus (Spix, 1825) e T.
hygomi (Reinhardt & Litken, 1861) com T. torquatus. Essa taxonomia permaneceu
até Vanzolini & Gomes (1979) reconhecerem T. hygomi como uma espécie valida,
embora Etheridge (1970) também considerasse T. hygomi e T. hispidus como

especies validas sem justificativa.
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O grupo torquatus se difere facilmente dos demais pela presenca de escamas
dorsais carenadas e imbricadas e pela auséncia de crista médio-dorsal diferenciada
(Rodrigues, 1987) e por ndo serem extremamente achatados dorso-ventralmente
(Frost et al., 2001).

Na década de 80 o género Tropidurus foi alvo de revisdo sistematica por
Rodrigues (1987), que estudou as espécies do grupo torquatus ao sul do Amazonas.
Ele reconheceu como validas e alocadas no grupo torquatus as espécies: T. bogerti,
T. etheridgei, T. hispidus, T. hygomi e T. torquatus. Considerou Tropidurus
catalenensis como sinbnimo de T. torquatus e descreveu sete novas espécies para o
grupo: T. cocorobensis, T. erythrocephalus, T. insulanus, T. itambere, T. montanus, T.
mucujensis e T. oreadicus. Posteriormente, outra espécie do grupo, Tropidurus
psammnonastes, foi descrita (Rodrigues et al., 1988). Cei (1993) comparando as
populacdes argentinas de T. catalanensis com T. torquatus de Cabo Frio (RJ),
concorda com a sinonimizacao de T. catalanensis a T. torquatus, embora defenda a
manutencdo do epiteto catalanenis na categoria de subespécie, T. torquatus
catalanensis.

Recentemente, Kunz & Borges-Martins (2013), fazendo uma anélise
morfolégica de exemplares do Centro-Oeste, Sudeste e Sul do pais, reconhecem
dentro de Tropidurus torquatus (sensu Rodrigues, 1987) trés grupos populacionais
distintos: (i) um grupo insular que se distribui do litoral do RJ a BA; (ii) um grupo
costeiro da regido montanhosa do RJ e MG e (iii) um grupo interior dos cerrados do
Brasil Central. Além disso, revalidam a espécie plena T. catalanensis e descrevem
uma nova espécie, T. imbituba, restrita a localidade-tipo.

Em sua tese, Sena (2015) obteve conclusdes de que as formas do grupo
torquatus estudadas nesse trabalho formam um grupo monofilético. Sendo que das
14 espécies do grupo torquatus incluidas no trabalho, seis foram recuperadas como
monofiléticas: T. erythrocephalus, T. hygomi, T. insulanus, T. montanus e T.
mucujensis e T. psammonastes; e das oito espécies restantes, seis foram
recuperadas como para- ou polifiléticas: T. cocorobensis, T. etheridgei, T. itambere,
T. hispidus, T. oreadicus, T. torquatus. Além disso, T. catalanensis e T. imbituba foram
recuperadas como clados, com ampla distribuicdo geografica e variacdo morfoldgica

gue exige que estas formas sejam redescritas.
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Vale aqui ressaltar que “T. torquatus-T. catalanensis-T. imbituba” representam
um complexo de espécies em estudo, o qual esta sendo propriamente revisado
taxonomicamente (A. L. G. Carvalho et al., in prep.).

Tropidurus torquatus (Wied-Neuwied, 1820) é a espécie que apresenta a
distribuicdo geogréfica mais ampla do género, ocorrendo no Paraguai, Uruguai,
nordeste da Argentina e quase todas as partes do Brasil, ocupando &reas dos biomas
Cerrado, Pampa e Mata Atlantica, (Rodrigues, 1987; Arruda et al.,, 2008;
Carvalho, 2013). E extremamente abundante em formacbes abertas
(Rodrigues, 1987), sendo comumente encontrado em ambientes perturbados como
areas urbanas. Ja T. hispidus (Spix, 1825) esta distribuida em uma ampla area no
leste da América do Sul, desde Guiana Francesa, Suriname, Guiana, Venezuela e
uma localidade na fronteira com a Colémbia, atingindo o sul do estado de Minas
Gerais (Rodrigues, 1987; Avila-Pires, 1995; Vitt et al., 1996), com uma distribuicdo
continua e uniforme na Caatinga e areas costeiras do Nordeste do Brasil e se estende
ao longo de grande parte da serra do Espinhaco onde é sintopica com varios
congéneres (Carvalho, 2013).

Estudos recentes vém ampliando as areas de distribuicdo das espécies de
Tropidurus e foram documentados casos de simpatria entre popula¢des de T. hispidus
e T. aff. torquatus (A. L. G. Carvalho et al., in prep.). A zona de contato geografico das
espécies em questao esta localizada no estado de Minas Gerais, em zonas urbanas
dos municipios de Sete Lagoas (simpatria), Igarapé (simpatria e sintopia) e Curvelo
(simpatria e sintopia), esse ultimo foi escolhido como a localidade alvo do nosso
trabalho.

Com isso, visamos testar, neste capitulo, se o contato geogréafico secundario
entre espécies congenéricas proximamente relacionadas filogeneticamente pode
levar a um deslocamento da forma e do tamanho da genitélia. A nossa hipétese é de
gue quando espécies proximas se encontram em simpatria e sintopia tendem a
possuir mais divergéncias entre tragos genitais, do que o observado quando essas
mesmas espécies ndo estdo em simpatria, ou seja, hipotetizamos que nas espécies

em questao, ocorra deslocamento de carater entre as genitalias.
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MATERIAIS E METODOS

- Grupo de estudo

Neste capitulo analisamos genitélias femininas de duas espécies que ocorrem
em simpatria e sintopia em localidades do estado de Minas Gerais e individuos de
populac6es de origem, dos estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de
Janeiro (Figura 1), provenientes da colecdo do Laboratorio de Herpetologia da
Universidade de Séo Paulo (Tabela 1). Os espécimes sintépicos foram coletados na
cidade de Curvelo (18°45'25.8"S, 44°25'7"W), Estado de Minas Gerais.

Tabela 1 — Lista da amostragem das espécies utilizadas.

Espécie Tropidurus aff. torquatus Tropidurus hispidus
Grupo | Simpatria/Sintopia Externo Simpatria/Sintopia Externo
N 11 22 10 13

* T. hispidus Externo

= T. hispidus Sintopia

¢ T. aff. torquatus Sintopia
* T. aff. torquatus Externo
200 300km | 1 Municipios

E—  s— 1 Estados brasileiros
Paises da América do Sul

Figura 1 — Mapa da distribuicdo dos espécimes analisados.
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- Preparo das genitalias

A cloaca e o trato genital foram removidos através de uma incisdo na regiao
pélvica, com o0 mesmo processo detalhado no capitulo 1.

Apos retiradas, as vaginas foram seccionadas longitudinalmente, lavadas e,
entdo, limpas de tecidos conectivos, musculos e trato digestivo e mantidas em alcool
70% para analise interna. A face dorsal foi fotografada utilizando camera (Canon 40D,
objetiva EF 100mm f/2.8 macro USM, Macro Close-up Raynox Dcr-250) através do

Software Helicon Remote (versao 3.9.7 W).

- Analise e descricdo das genitalias

Descrigéo qualitativa

Foi feita descricdo detalhada utilizando o artigo Sanchez-Martinez et al. (2007)

para nomenclatura morfologica de vagina.

Analise de morfometria geométrica

Como explicado no primeiro capitulo dessa dissertacdo, incluimos os marcos e
0s semi-marcos utilizando o tpsDig versdo 2.22 (Rohlf, 2015), ap6s importar as
imagens com o tpsUtil versdo 1.64 (Rohlf, 2013).

Usando o tpsRelw verséo 1.61 (Rohlf, 2015) foram geradas grades deformacgao
para que a variacdo da forma da genitalia seja melhor observada. As coordenadas
alinhadas resultantes para os marcos e semi-marcos foram usadas para analises
adicionais de forma em MorphoJ (Klingenberg, 2011). A sobreposicdo de procrustes
para minimizar as diferencas entre os individuos com base na posi¢ao, rotacao e
escala (Adams et al., 2004), a visualizacdo do morfoespaco que separa 0s espécimes
por espécie, gerar os principais componentes (PCs), ANOVA de Procrustes e analise

de regresséao foram realizadas no MorphoJ.
Andlise de alometria

Utilizando o Software Image J (1.53e) (Schneider et al. 2012) as imagens
digitais obtidas foram medidas dos seguintes tragos: comprimento da regido
proctodeal-urodeal (FPUR), comprimento dos cornos urodeais (FUC) e comprimento
total da cloaca feminina (FIGL). Também foram obtidos dados do comprimento rostro-
cloacal (CRC) de cada espécime usando paquimetro. Para cada caracteristica, foi
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testado se o coeficiente de alometria € significativamente diferente da isometria (b =
1) usando a fungéo de teste de inclinagdo no pacote Smatr do software R (Warton et
al., 2012; R Core Team, 2019).

Foi realizada uma Analise de covariancia (Ancova) para verificar se ha efeito
da espécie sobre os tragcos analisados quando controlado pelo CRC do individuo,
também utilizando o software R (R Core Team, 2019).
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RESULTADOS

- Descricao qualitativa

O aspecto geral da forma da genitalia feminina de Tropidurus hispidus e T. aff.
torquatus pode ser observada na Figura 2. Tropidurus aff. torquatus em sintopia
apresenta uma genitalia mais longa do que larga, com a mucosa do lumen cloacal
com poucas pregas discretas (Figura 2A). Enquanto que T. hispidus, também quando
em sintopia, apresenta a genitdlia alongada, mas comparativamente mais larga,
apresentando maior quantidade de pregas na mucosa do Iimen cloacal (Figura 2B).

Tropidurus aff. torquatus do grupo externo apresenta também, assim como T.
hispidus em sintopia, uma vagina mais larga com uma grande quantidade de pregas
(Figura 2C). J4, T. hispidus do grupo externo possui uma genitalia mais alongada e

mais estreita, do mesmo modo que T. aff. torquatus em sintopia (Figura 2D).

Figura 2 — Aspecto da forma geral da vagina de T. aff. torquatus e T. hispidus. A- T.
aff. torquatus (MTR30463) de Curvelo (sintopia); B- T. hispidus (MTR29805) de
Curvelo (sintopia); C- T. aff. torquatus (MTR29784) grupo externo e D- T. hispidus
(MTR29835) grupo externo. Escala 1mm.

- Morfometria Geométrica

Os resultados varia¢cdes morfoespaciais da vagina, separados por espécie e
localidade, sdo mostrados na Figura 3. Descobrimos que a condi¢c&o simpatria afetou
significativamente a morfologia da vagina nessas espécies. Quando analisamos
apenas espécimes simpatricas o PC1 explicou 44,77% da variancia, enquanto o PC2
explicou 18,32% e 33,37% e 20,59%, PC1 e PC2, respectivamente, quando plotamos
espécimes em simpatria juntamente com espécimes de outras localidades. Plotamos

entdo PC1 contra PC2, onde o primeiro eixo descreve a variagao do aspecto da vagina
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em relacdo ao comprimento, com valores positivos demonstrando vaginas mais
longas, e valores negativos vaginas mais curtas. No entanto, quando observamos
espécimes em simpatria juntamente com espécimes de outras localidades quando
plotamos PC1 contra PC2, valores positivos do primeiro eixo demonstraram vaginas
mais curtas, e valores negativos vaginas mais longas. O segundo eixo, para ambas
as condicGes, descreve a variacdo em relacdo a largura, onde valores positivos
representam vaginas mais largas e valores negativos vaginas mais estreitas.
Tropidurus aff. torquartus apresentando vagina maior do que T. hispidus,
quando em simpatria, enquanto quando colocados juntos com espécimes do grupo

externo h4 uma grande sobreposi¢cédo de formas.

Resultados 71



i T. aff. torquatus
2 T. hispidus
010 ® L
N
e
[ =
2 . e
O 005 .
Q. » 1 ..
g & 4 a . .
% ..’-,'« P © TREK
-
Qo o0y p “ 4 ° PO p >
8 L2 ° @ ra——
= i
a4 o
-0,08 a ®
L ] [ J L ] A
-0,10 r T Y r r T ]
0,20 015 0,10 -0.05 0,00 0,05 010 015
Principal component 1
5104 o T. aff. torquatus - Curvelo
P o o @ o T. aff. torquatus - Gr. externo
- offe © e T. hispidus - Curvelo
° ° " o Q.'.. T. hispidus - Gr. externo
L ] L J
N -0.001 B ‘@ s o, ©
€ o . °
(] LT e ° . »
g . v. L - % . .
g— A SEE7 4 o ° ° .« v
O -0.10 s p. £
o . . = . . i
B LN ® . L B g
o
Q
£ . °
0 .20 A / ° |
-0.30 i T T T
-0.25 -0,20 -015 -010 -0,05 0,00 0,05 010 015 B
Principal component 1

Figura 3 — Variacdo morfoespacial da vagina de T. aff. Torquatus e T. hispidus. A -
Dados referentes aos espécimes simpatricos em Curvelo. B - Dados dos individuos
em simpatria e demais localidades.

A regressao para estimar os efeitos de alometria retornou um indice se Soma
de Quadrados de 0,169 para os individuos em sintopia e 0,420 quando analisados
todos os individuos incluindo o grupo externo. Desse total, apenas 10,8% (sintopia) e
8,76% (todos os individuos) eram atribuidos a variacdo no tamanho do centréide
(Figura 4).
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Figura 4 — Gréfico de regressdo PC1 pelo Log do tamanho do centroide. A-
Individuos em sintopia e B- Individuos em sintopia e grupo externo. As elipses
representam intervalo de confianca de 0.7.

- Padrao alométrico

Quando analisados apenas individuos de Curvelo (em sintopia) a espécie T.
aff. torquatus apresentou inclinagdo alométrica positiva apenas para o traco FPUR, os
demais tracos ndo apresentaram valores significativamente diferentes de 1,0
indicando isometria. Por outro lado, a inclinacdo do comprimento da regido proctodeal-
urodeal e comprimento total da vagina na espécie T. hispidus, foi significativamente
menor que 1,0, indicando alometria negativa para estas caracteristicas, enquanto o
comprimento dos cornos urodeais indicou isometria para essa espécie (Figura 5,
Tabela 2). Todas as caracteristicas genitais femininas analisadas abordando todos os
individuos (Curvelo e grupo externo) apresentaram alometria positiva, com inclinacdes

significativamente maiores que 1,0 em ambas as espécies (Figura 5, Tabela 3).
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Figura 5 — Regressdes de caracteristicas transformadas em log contra tamanho do corpo
transformado em log (CRC) para caracteristicas vaginais de Tropidurus aff. torquatus e T.
hispidus.
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Tabela 2 — Resumo das estatisticas de regressao entre tracos comprimento dos cornos
urodeais (FUC), comprimento da regido proctodeal-urodeal (FPUR), comprimento total da
genitdlia feminina (FIGL) e tamanho corporal (CRC) realizadas em T. aff. torquatus e T.
hispidus em estado de sintopia. b = coeficiente alométrico; r2 = coeficiente de determinacéo
e P = significancia de inclinagdo diferente de 1.

Espécie Traco Alometria
b r2 P

FUC 1.0759 0.599 0.737

T. aff. torquatus FPUR 1.772 0.497 0.031
FIGL 1.326 0.681 0.163

FUC -1.538 0.0598 0.231

T. hispidus FPUR -3.597 0.0295 0.001
FIGL -2.392 0.0364 0.022

Tabela 3 — Resumo das estatisticas de regressdo entre tracos comprimento dos cornos
urodeais (FUC), comprimento da regido proctodeal-urodeal (FPUR), comprimento total da
genitélia feminina (FIGL) e tamanho corporal (CRC) realizadas em T. aff. torquatus e T.
hispidus de todas as localidades. b = coeficiente alométrico; r2 = coeficiente de
determinacédo e P = significancia de inclinacéo diferente de 1.

Espécie Traco Alometria
b r2 P

FUC 1.738 0.520 <0.001

T. aff. FPUR 1.673 0.371 <0.001
torquatus

FIGL 1.493 0.544 0.002

FUC 2.076 0.205 <0.001

T. hispidus FPUR 2.154 0.088 <0.001

FIGL 1.829 0.177 0.004
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Para os individuos sintépicos a Ancova demonstrou que ha efeito da espécie
sobre os tragos independentemente do CRC (Tabela 4). As comparacdes entre pares
mostraram que h& diferenca entre os tracos do grupo T. aff. torquatus e do grupo T.
hispidus, sendo que o ultimo grupo, em média, apresenta tragos menores, exceto no
traco ‘FUC’, em que essa Ultima espécie apresenta média maior (Figuras 6, 7 e 8).

A Ancova demonstrou também que ha efeito da espécie sobre os tragos
independentemente do CRC quando analisando as espécies de todas as localidades,
exceto o traco ‘FUC’ (Tabela 4). As comparacdes entre pares mostraram que ha
diferenca entre os tracos do grupo T. aff. torquatus e do grupo T. hispidus, sendo que
o Ultimo grupo, em média, apresenta tragos menores, exceto no trago ‘FUC’, que nao

apresentou diferencas entre as médias (Figuras 6, 7 e 8).

Tabela 4 — Descrigéo dos resultados da ANCOVA para os tragos de
T. aff. torquatus e T. hispidus. Comprimento dos cornos urodeais
(FUC), comprimento da regido proctodeal-urodeal (FPUR),
comprimento total da genitalia feminina (FIGL).

DF
Grupo Trago DF residuos F P
FUC 1 18 5.81 0.027
Curvelo FPUR 1 18 11.24 0.003
FIGL 1 18 4.87 0.040
d FUC 1 53 0.0007 0.98
Todas as FPUR 1 53 21.82 <0.0001
localidades
FIGL 1 53 11.83 0.001
Variagao entre individuos de Curvelo Variacgdo entre individuos de todas as localidades
A B ——
o . S
5 T 5 <
s 7 s
T. aff. torquatus T. hispidus T. aff. torquatus T. hispidus
Espécies Espécies

Figura 6 — Variacdo do traco comprimento dos cornos urodeais (FUC) entre as
espécies. A- Comparacao entre individuos de Curvelo B- Comparagdo entre
individuos de todas as localidades.
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Figura 7 —Variacao do traco comprimento da regido proctodeal-urodeal (FPUR) entre
as espécies. A- Comparacao entre individuos de Curvelo B- Comparacao entre
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Figura 8 — Variagdo do trago comprimento total da genitélia feminina (FIGL) entre as
espécies. A- Comparacdo entre individuos de Curvelo B- Comparagdo entre
individuos de todas as localidades.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A maioria dos estudos com animais tratando de deslocamento de caracteres
reprodutivos (RCD - sigla em inglés) tem abordado mudangas em caracteres
comportamentais: acustico (Gordon et al.,, 2017; Pfennig, 2000; Wheatcroft
& Qvarnstrém, 2017; Marshall e Cooley, 2000; Cooley et al., 2001; Jang & Gerhardt,
2006), visual (Waage 1979; Lukhtanov et al., 2005) ou feromonal (Gries et al., 2001).
E poucos estudos demonstraram claramente o RCD em caracteristicas associadas ao
isolamento pré-zigotico, pés-acasalamento, como a morfologia genital (Howard, 1993;
Kawano 2002, 2003; Kameda et al., 2009).

Stuart e Losos (2013) fizeram uma ampla revisdo sobre deslocamento de
caracteres e reexaminaram revisdes anteriores sobre o assunto (Schluter, 2000b;
Dayan & Simberloff, 2005) e complementaram com dados obtidos em sua pesquisa.
Segundo os autores, deve considerar seis critérios com a finalidade de excluir
processos alternativos que podem levar a padrdoes semelhantes ao deslocamento de
carater (Schluter & McPhail, 1992), a saber: (1) diferencas fenotipicas entre espécies
resultam de diferencas genéticas evoluidas entre populacdes em simpatria versus
alopatria; (2) o padrédo de deslocamento do carater ndo poderia surgir por acaso; (3)
o padrao de deslocamento de carater resulta de uma mudanca evolutiva ao invés de
classificacdo de espécies; (4) mudancas no fendtipo (ou seja, deslocamento de
carater) correspondem as mudancas ecolégicas no uso de recursos; (5) os locais de
alopatria e simpatria ndo diferem consideravelmente no ambiente e (6) a evidéncia
mostra que fendtipos semelhantes competem por recursos limitados.

A quebra de qualquer critério indica que as diferencas observadas nédo séo
causadas por deslocamento de carater (Stuart & Losos, 2013). Eles observaram que
h& uma escassez de trabalhos em que os seis critérios sdo cumpridos, com uma taxa
de pouco mais de 5% das evidéncias examinadas nas trés revisbes atendendo a
esses critérios, sendo restritos a alguns grupos como lagartos anoles, peixes esgana-
gatas, tentilhdes de Darwin, sapos pé de espada (spadefoot) e guildas de carnivoros
e roedores (Stuart & Losos, 2013; Schluter, 2000b).

Nossos resultados apontam que hd uma maior divergéncia na forma da vagina
de T. hispidus e T. aff. torquatus quando se encontram em sintopia, € uma

sobreposicao da forma quando ndo, sendo um possivel indicativo de deslocamento
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de caracteres. Nossos achados atendem aos critérios supracitados, no entanto, como
estamos utilizando caracteres reprodutivos, é dificil afirmar certeiramente, sob a
perspectiva ecoldgica proposta, sobre os critérios 4 e 6. Porém esta claro que as
espécies analisadas estédo disputando por um recurso limitado, que nesse caso, seria
0 parceiro sexual, para evitar ou diminuir a possibilidade de hibridizacédo e as
consequéncias que isso acarretaria.

Mostramos também um efeito da espécie sobre os tragos, onde T. aff. torquatus
apresentou inclinacdo alométrica positiva apenas para o traco FPUR, enquanto T.
hispidus alometria negativa para FPUR e FIGL. No entanto ao analisarmos todo o
grupo amostral (Curvelo e grupo externo), todas as caracteristicas genitais femininas
apresentaram inclinacdo alométrica positiva. No geral, nossos resultados divergem do
gue ha na literatura que apontam alometria negativa para tracos da genitalia feminina
(De-Lima et al. 2019).

NOs apresentamos aqui, ao que se sabe, o primeiro trabalho com analise
morfologica de vaginas em espécies sintdpicas, com possivel demonstracdo de RCD
em caracteres genitais em Squamata. O que se espera € que ao longo do tempo o
deslocamento do carater reprodutivo da morfologia genital evolua para reduzir a
ocorréncia de acasalamentos caros e hibridizacdo (Sota & Kubota, 1998;
Kawano, 2002, 2004; McPeek et al., 2008; Kameda et al., 2009). Para verificar se
essas divergéncias na forma da genitalia feminina previnem ou nédo a hibridizacéo
dessas espécies, além de testar a correspondéncia das genitalias feminina e

masculina, seria necessario fazer teste genético.
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APENDICE
Apéndice I. Cole¢des consultadas e espécimes analisados

Colecbes: Laboratério de Anatomia Comparativa de Vertebrados da Universidade de Brasilia
(LACV - UnB), Laboratério de Herpetologia da Universidade de Sao Paulo (USP) e
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT).

Espécimes analisados:
- LACV:

Tropidurus itambere (N= 2)
LACV3843; LACV3849.

Tropidurus oreadicus (N= 2)
LACV3853; LACV3858.

Tropidurus sp. nov (N=5)
LACV3841; LACV3842; LACV3844; LACV3847; LACV3850.

Tropidurus xanthochilus (N= 1)
LACV3852.

- USP:

Tropidurus hispidus (N= 23)

MTR29774; MTR29776; MTR29779; MTR29786; MTR29790; MTR29802; MTR29803;
MTR29805; MTR29835; MTR29862; MTR29926; MTR29931; MTR30453; MTR30454;
MTR30469; MTR30471; MTR30473; MTR30474; MTR30475; MTR30477; MTR30478;
MTR30481; MTR30483.

T. montanus (N= 2)
MTR30457; MTR30459.

T. aff. torquatus (N= 33)

MTR29780; MTR29781; MTR29783; MTR29784; MTR29791; MTR29792; MTR29809;
MTR29812; MTR29819; MTR29833; MTR29837; MTR29843; MTR29858; MTR29873;
MTR29885; MTR29887; MTR29910; MTR29920; MTR29934; MTR29939; MTR29953;
MTR29958; MTR29964; MTR29970; MTR30460; MTR30461; MTR30463; MTR30465;
MTR30468; MTR30484; MTR30487; MTR30489; MTR30490.

- UFMT:

Tropidurus oreadicus (N= 10)
UFMT11361; UFMT11363; UFMT11365; UFMT11368; UFMT11369; UFMT11370;
UFMT11376; UFMT11377; UFMT11378; UFMT11385.
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