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RESUMO

As anfisbénias (Amphisbaenia) sdo répteis fossoriais com um cranio robusto e ossificado,
ideal para a realizacdo de movimentos que auxiliam na escavacdo do solo em diferentes niveis
de compactacdo, formando galerias subterrdneas. As Amphisbaenia sdo um dos tdxons menos
estudados do clado Squamata. Como consequéncia, muitas descricdes anatdmicas estdo
restritas a morfologia externa, limitando o entendimento sobre a sua evolucdo e adaptaces.
Este é o caso das espécies Amphisbaena vermicularis e Amphisbaena arda, similares
externamente, mas cuja morfologia craniana é pouco (A. vermicularis) ou nada conhecida (A.
arda). Amphisbaena vermicularis ocorre ao longo da diagonal de areas abertas no Brasil e
Bolivia. Ja A. arda é conhecida unicamente por seu holétipo, coletado nas paleodunas do Rio
Sdo Francisco, Bahia, Brasil. Utilizando tomografias computadorizadas em trés dimensoes
(CT-scan), este estudo teve como objetivo a investigacdo da osteologia craniana de A. arda e
A. vermicularis. No primeiro capitulo, descrevemos 0s 0ssos do cranio das duas espécies e
avaliamos se a sua morfologia craniana difere. Nossos achados revelaram algumas diferencas
entre as espécies, especialmente na crista sagital do osso parietal, no processo ascendente e na
crista occipital transversal do complexo occipital. Também encontramos variacdo
intraespecifica em A. vermicularis, com espécimes exibindo ossos cuja morfologia diferia de
seus similares, mas ndo de A. arda. Essa variacdo intraespecifica em A. vermicularis ndo pode
ser atribuida as caracteristicas do solo, pois 0s espécimes estudados sdo da mesma localidade.
O tamanho do espécime e as caracteristicas do solo podem influenciar nas diferencas
observadas entre A. arda e A. vermicularis, visto que o unico exemplar de A. arda foi o maior
da amostra, e o tipo do solo varia entre os locais de coleta das duas espécies. No segundo
capitulo, testamos a existéncia de dimorfismo sexual na forma do crénio de Amphisbaena
vermicularis. Nossos resultados revelam que ndo ha evidéncias de dimorfismo sexual no
cranio, pois tanto machos quanto fémeas de Amphisbaena vermicularis aqui estudados
apresentaram sobreposicdo na forma, apesar da tendéncia dos machos em possuirem cranios
ligeiramente maiores e mais estreitos. Entretanto, foram observadas diferengas na forma dos
cranios entre as populacdes. Analisando nossos resultados, constatamos que a estrutura dssea
craniana de A. vermicularis é altamente preservada, com a maior parte das alteracdes

acontecendo nos segmentos anterior e intermediario do cranio.

Palavras-chave: Anatomia craniana. Morfometria geométrica. Osteologia. Tomografia

computadorizada.



ABSTRACT

Amphisbaenians (Amphisbaenia) are fossorial reptiles with a robust, ossified skull, ideal for
making movements that help them excavate the ground at different levels of compaction
while forming their underground galleries. Amphisbaenia are one of the least studied clades in
the order Squamata. As a result, many anatomical descriptions are restricted to external
morphology, limiting understanding of their evolution and adaptations. This is the case of the
amphisbaenid species Amphisbaena vermicularis and Amphisbaena arda, which are similar
externally, but whose cranial morphology is little known (A. vermicularis) or completely
undescribed (A. arda). Amphisbaena vermicularis occurs along the diagonal of open areas in
Brazil and Bolivia, while A. arda is known only from its holotype, collected in the paleodunes
of the Sdo Francisco River, Bahia, Brazil. Using three-dimensional computed tomography
(CT) scans, this study aimed to investigate the cranial osteology of A. arda and A.
vermicularis. In the first chapter, we described the skull bones of the two species and assess
whether their cranial morphology differs. Our findings revealed some differences between the
species, especially in the sagittal crest of the parietal bone, the ascending process and the
transverse occipital crest of the occipital complex. We also found intraspecific variation in A,
vermicularis, with specimens showing bones whose morphology differed from their
conspecifics, but not from A. arda. This intraspecific variation in A. vermicularis cannot be
attributed to soil characteristics, as the specimens studied are from the same locality. The size
of the specimens and the characteristics of the soil may influence the differences observed
between A. arda and A. vermicularis, since the only specimen of A. arda was the largest in the
sample, and the type of soil varies between the collection sites of the two species. In the
second chapter, we tested the existence of sexual dimorphism in the shape of the skull of
Amphisbaena vermicularis. Our results revealed no evidence of sexual dimorphism in the
skull, as both males and females of Amphisbaena vermicularis studied here showed overlap in
shape, despite the tendency of males to have slightly larger and narrower skulls. However,
differences in skull shape were observed between populations. We conclude that the cranial
bone structure of A. vermicularis is highly preserved, with most of the changes occurring in

the anterior and middle segments of the skull.

Keywords: Computerized tomography. Cranial anatomy. Geometric morphometry. Osteology.



RESUMO PARA DIVULGACAO CIENTIFICA

As anfisbénias, popularmente conhecidas como cobras-de-duas-cabecas, sao répteis
especializados em ambientes subterraneos, apresentando um corpo cilindrico, perda de
membros locomotores e um cranio rigido adaptado para escavagdo. As anfisbénias pertencem
ao grupo dos Squamata, que inclui serpentes e lagartos, as anfisbénias permanecem pouco
exploradas cientificamente, com estudos limitados sobre sua evolugdo e adaptacGes. Este € 0
caso de duas espécies, Amphisbaena vermicularis e Amphisbaena arda, com uma morfologia
externa semelhante, mas o crénio da A. vermicularis foi pouco estudado e enquanto o da A.
arda é praticamente desconhecido. A Amphisbaena vermicularis é encontrada em &reas
abertas no Brasil e Bolivia, ja A. arda foi coletada nas paleodunas do Rio Sdo Francisco,
Bahia, Brasil e € conhecida unicamente pelo seu hol6tipo, exemplar Unico usado para
descrever e nomear uma nova espécie. Através da utilizacgdo de tomografias
computadorizadas em trés dimensodes, este estudo teve como objetivo examinar 0S 0ss0s do
cranio de A. arda e A.vermicularis. No primeiro capitulo da dissertacdo, descrevemos 0s 0SS0S
do cranio das duas espécies e realizamos uma comparacdo entre 0S 0ssos descritos para
avaliar se a morfologia craniana apresenta diferencas. Com base em nossos resultados,
identificamos diferencas interespecificas, entre espécies distintas, e também diferencas
intraespecificas, dentro da mesma espécie. O tamanho dos animais e as caracteristicas do solo
onde foram encontradas podem influenciar nas diferencas observadas entre A. arda e A.
vermicularis e o tipo do solo € diferente entre os locais de coleta das duas espécies. Ja no
segundo capitulo, testamos a existéncia de dimorfismo sexual, diferencas entre sexos, no
cranio de Amphisbaena vermicularis. Nossos resultados revelaram que ndo existe dimorfismo
sexual no cranio, apesar dos machos possuirem a tendéncia em apresentarem cranios maiores
e mais estreitos do que as fémeas, mas existem diferencas na forma dos cranios entre as
populacdes. Com base em nossos resultados, constatamos que a estrutura 0ssea craniana de A.
vermicularis é altamente preservada, com a maior parte das alteracdes acontecendo nos
segmentos anterior e intermediario do crénio. Este estudo fornece novas informagdes sobre a
morfologia e variagGes cranianas em anfisbénias, destacando a necessidade de pesquisas
adicionais para compreender melhor a evolucdo e as adaptacOes desses fascinantes répteis

subterraneos.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Tomografia computadorizada em 3D do cranio de Amphisbaena arda (MZUSP
91638 - holotipo) em (A) vista dorsal, (B) vista ventral, (C) vista lateral esquerda, (D) vista
anterior e (E) vista posterior. Barra de escala = 2 mm. Abreviagdes: co, complexo occipital;
coc, condilo occipital; cp, crista parietal; cs, crista sagital do parietal; cro, crista occipital; e,
estribo; ecp, ectopterigdide; exc, extracolumela; f, frontal; m, maxila; n, nasal; oe,
orbitoesfenoide (= tabuloesfenoide de Gans & Montero, 2008); oj, forame para o 6rgao de
Jacobson; p, parietal; pal, palatino; pbs*, parabasisfenoide (fundido ao complexo occipital);
pa, processo ascendente; pf, pré-frontal; pm, pré-maxila; pn, processo nasal; pt, pterigoide; g,
quadrado; sm, septomaxila; v, vomer; x, elemento-x. A septomaxila ndo é visivel, pois esta

localizada Na CAVIAATE NASAL..........eeeeeeee ettt e e e e e 17

Figura 2 — Tomografia computadorizada em 3D das mandibulas de Amphisbaena arda
(MZUSP 91638 - hol6tipo) em (A) vista dorsal, (B) vista ventral, (C) vista anterior, (D) vista
posterior e (E) vista lateral esquerda. Barra de escala = 2 mm. AbreviacOes: a*, angular
(fundido ao osso composto); ¢, corondide; d, dentario; oc, 0SSO COmposto; pa, Processo
anteroventral; pad, processo anterodorsal; ppv, processo posteroventral; pta, ponta anterior;
V1 (o0 I [T Y [T = IR 18

Figura 3 — Tomografia computadorizada em 3D do cranio de Amphisbaena arda (MZUSP
91638 - holétipo) ao longo dos eixos (A) sagital, (B) dorsal e (C) ventral. Barra de escala = 2
mm. Abreviacdes: pao, processo alar do prodtico; ecp, ectopetygoid; exc, extracolumella; f,
frontal; cl, canal longitudinal; m, maxila; n, nasal; co, complexo occipital; oco, condilo
occipital; oe, oshitosphenoid (=tabuloesfenoide de Gans & Montero, 2008); cpo, capsula
Otica; pal, palatino; p, parietal; pf, pré-frontal; pm, pré-maxila; pbs, parabasisfenoide; pt,

pterigoide; g, quadrado; csc, canais semicirculares; sm, septomaxila; est, massa estatolitica; v,

Figura 4 — A-F Cranio articulado de Amphisbaena arda (MZUSP 91638 — hol6tipo — em azul)
em (A) vista dorsal, (B) vista ventral, (C) vista lateral direita, (D) vista lateral esquerda, (E)
vista anterior e (F) vista posterior. G-L Cranio articulado de fémea de Amphisbaena
vermicularis (CHNUFPI 0790 — em rosa) em (G) vista dorsal, (H) vista ventral, (I) vista

lateral direita, (J) vista lateral esquerda, (K) vista anterior e (L) vista posterior. Barra de escala



= 1 mm. Consulte as Figuras 1, 2 e 3 para 0S  0SSOS
o T gL o= To [0 1RSSR 20

Figura 5 — A-F Cranio articulado de macho de Amphisbaena vermicularis (CHNUFPI 0791 —
em verde) em (A) vista dorsal, (B) vista ventral, (C) vista lateral direita, (D) vista lateral
esquerda, (E) vista anterior e (F) vista posterior. G-L Cranio articulado de macho de
Amphisbaena vermicularis (CHNUFPI 0792 — em amarelo) em (G) vista dorsal, (H) vista
ventral, (1) vista lateral direita, (J) vista lateral esquerda, (K) vista anterior e (L) vista
posterior. Barra de escala = 1 mm. Consulte as Figuras 1, 2 e 3 para 0S 0SSOS
[0 L= 1 = To (01O US PSSRSO 21

Figura 6 — Mandibulas em vistas dorsal (A, G, M, S), ventral (B, H, N, T), lateral direita (C, I,
O, U), lateral esquerda (D, J, P, V), anterior (E, K, Q, W) e posterior (F, L, R, X). A-F,
Amphisbaena arda (MZUSP 91638). G-L, fémea de Amphisbaena vermicularis (CHNUFPI
0790 — em rosa). M-R, macho de Amphisbaena vermicularis (CHNUFPI 0791 — em amarelo).
S-X, macho de Amphisbaena vermicularis (CHNUFPI 0792 — em verde). Barra de escala = 1

mm. Consulte a Figura 2 para a identificacédo dos

Figura 7 — Tomografia computadorizada em 3D do cranio de Amphisbaena arda (MZUSP
91638 - hol6tipo), uma fémea (CHUFPI 0790) e dois machos (CHUFPI 0791 e CHUFPI
0792) de A. vermicularis ao longo dos eixos sagital (A, D, G, J), dorsal (B, E, H, K) e ventral
(C, F, I, L). Barra de escala = 1 mm. Consulte as Figs. 1, 2 e 3 para ver 0S 0SSOS

FORULATOS. ...ttt e e e e oo ettt e e e et e e et e e e e e e e e e e ereeeeaeens 23

Figura 8 — Localidades de coleta dos espécimes de Amphisbaena vermicularis usados neste
estudo. Cada ponto preto representa uma populacdo: 1, Batalha; 2, José de Freitas; 3, Altos; 4,
Teresina; 5, Timon; 6, Guadalupe; 7, Guaribas. Abrevia¢des: BA, Bahia; CE, Ceara; MA,
Maranhdo; PE, Pernambuco; PI, Piaui. O mapa foi gerado no software QGis versdo
Bi30. 2. bbb e e bttt e bt te et et er e b e st et nenre et e ere e 42

Figura 9 — Localizagcbes dos marcos anatdmicos de referéncia (landmarks) no cranio de
Amphisbaena vermicularis em (A) vista dorsal, (B) vista ventral, (C) vista lateral esquerda,

(D) vista anterior e (E) vista posterior. Barra de escala = 1 mm. Os circulos vazios



representam marcos de referéncia fixos e os circulos preenchidos representam semilandmarks

AESHIZANTES TAS CUINVAS. .. .o 44

Figura 10 — Diagramas de caixa (box plots) apresentando a variacdo do comprimento rostro-
cloacal (CRC) entre as popula¢Ges de Amphisbaena vermicularis. Os pontos representam

NAIVIAUODS. ...ttt e e ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e e et eeeeeeaeenaaaas 47

Figura 11 — Relacdo entre a forma do cranio e o tamanho do centroide. Os pontos coloridos
representam individuos de diferentes localidades, com as fémeas demonstradas em circulos e
0s machos em triangulos. As formas cranianas nos extremos de menor e maior tamanho séo
mostradas ao longo do eixo X nas vistas dorsal (superior) e lateral esquerda
(L =110 ) T OSSPSR 48

Figura 12 — Gréfico de dispersdo do primeiro par de componentes principais (PC1 vs. PC2),
ilustrando a variacdo morfolégica no cranio de Amphisbaena vermicularis. Os pontos
coloridos representam individuos de diferentes localidades, com as fémeas mostradas em
circulos e os machos em triangulos. As formas cranianas nos extremos de cada eixo Sao
mostradas por wireframes de marcos de referéncia em vistas dorsal e lateral. Nos wireframes,
as linhas cinzas refletem a forma média, enquanto as variacdes ao longo do eixo sdo
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1. INTRODUCAO GERAL

Considerado uma das estruturas mais enigmaticas e intrigantes da anatomia dos
vertebrados, o cranio se apresenta filogeneticamente diverso, com uma grande
heterogeneidade morfoldgica (Fish, 2019; Hanken & Thorogood, 1993). No decorrer da
evolucdo, o cranio dos vertebrados foi modificado para atender as necessidades especificas de
cada organismo, isto é, o cranio de uma determinada espécie esta sujeito a pressdes seletivas
que podem variar de acordo com seu habitat, locomocéo, dieta e filogenia (Baab et al., 2014;
Dumont et al., 2016; Herrel et al., 2001). Este é o caso das anfisbénias (Amphisbaenia),
popularmente conhecidas como cobra-de-duas-cabegas. Evolutivamente, o grupo passou por
modifica¢fes no cranio como adaptacdo ao habito fossorial, que dificulta sua amostragem e
torna Amphisbaenia um dos grupos menos estudados entre os répteis Squamata (que também
incluem lagartos e serpentes) (Andrade et al., 2006; Navega-Gongalves, 2009). Atualmente
sdo conhecidas 201 espécies do grupo, distribuidas em seis familias, sendo Amphisbaenidae a
mais diversa, com 183 espécies, das quais 81 sdo listadas para o Brasil (Guedes et al., 2023;
Uetz et al., 2023).

As anfisbénias se caracterizam pela utilizacdo da cabeca na escavacdo do solo,
apresentando um corpo cilindrico e alongado, com tegumento formado por anéis de escamas,
olhos reduzidos e auséncia de membros locomotores (Costa & Garcia, 2019; Gans, 1974,
1978). O crénio robusto e altamente ossificado € uma das caracteristicas mais marcantes
desses animais, resultado das intensas pressdes seletivas do solo sobre suas cabecas (Gans &
Montero, 2008). Essa estrutura esta diretamente ligada a capacidade de escavagao, exercendo
uma influéncia ecoldgica importante no nicho das espécies (Gans, 1974; Kearney, 2003;
Navas et al., 2004). Os diferentes formatos de cabega das anfisbénias estdo associados a
forma do cranio, podendo ser classificados em quatro morfotipos: redondo, quilha, cunha e pa
(Gans, 1968; Kearney, 2003). As formas das cabecas tém implicacdes funcionais na
escavacdo, compactacdo do solo e na profundidade alcangada pelas espécies (Gans, 1968;
Navega-Goncgalves & Benites, 2019). Anfisbénias com focinho arredondado, grupo mais
diversificado, tém uma cabeca adequada para diferentes tipos de solo, embora alcancem
menos profundidade, vivendo préximo a superficie (Gans, 1990; Gans & Montero, 2008;
Vidal et al., 2008). Ja as espécies com cabeca em forma de pa, quilha e cunha atingem
maiores profundidades e habitaam solos mais compactados (Gans, 1969, 1974, 1990).

A morfologia craniana desempenha papel crucial na classificagdo taxonémica de

familias e géneros de Amphisbaenia. Porém, tradicionalmente, a morfologia externa foi
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priorizada em estudos de taxonomia de espécies, com pouca énfase na descri¢cdo do cranio.
No entanto, houve uma mudanca nesse panorama, impulsionada pela adocdo de tecnologias
como a tomografia computadorizada (CT-scan). Uma vez que a maioria das espécies de
Amphisbaenia é conhecida por poucos exemplares (Gans, 2005), o CT-scan permite a
desarticulagdo digital sem danificar o espécime e fornece imagens de alta qualidade,
superando algumas limitagdes associadas a preparacdo e analise morfoldgica do cranio (por
exemplo, Dal Vechio et al., 2016; Hipsley et al., 2016; Teixeira Junior et al., 2019). Essa
inovacdo permitiu uma analise mais abrangente e detalhada do cranio, promovendo uma
compreensdo mais aprofundada das caracteristicas anatdbmicas e facilitando avangos na

taxonomia (por exemplo, Bolet et al., 2014; Dal Vechio et al., 2016; Hipsley et al., 2016).

O Brasil, apesar de liderar em nimero de espécies de anfisbénias, apresenta uma
escassez de descricdes e estudos detalhados dos cranios desse grupo (veja Dal Vechio et al.,
2016; Gans & Montero, 2008; Montero & Gans, 1999; Ribeiro et al., 2015; Vieira et al.,
1980). Isso resulta em muitas descri¢cdes anatdmicas focadas apenas na morfologia externa, o
gue restringe nossa compreensdo sobre a evolucdo e as adaptacGes desses taxons. Este é o
caso de duas espécies semelhantes externamente, Amphisbaena vermicularis Wagler, 1824 e
Amphisbaena arda Rodrigues, 2003 “2002”. Amphisbaena vermicularis ¢ comumente
encontrada ao longo das areas abertas da América do Sul, no Brasil e na Bolivia, enquanto A.
arda é conhecida apenas pelo hol6tipo coletado as margens do Rio S&o Francisco, povoado de
Mocambo do Vento, municipio de Barra, Bahia (Guedes, Costa, & Moura, 2020; Rodrigues,
2003). A éarea de coleta do espécime de A. arda esta sofrendo uma perda progressiva de
habitat, levando o Ministério do Meio Ambiente do Brasil a classificar essa espécie como "em
perigo" (ICMBio, 2018; MMA, 2022). As variacdes morfologicas externas entre as duas
espécies sdo sutis, associadas principalmente ao padrdo de cor. Além disso, a descrigdo de A.
arda sugere diferengas miologicas e osteoldgicas em relagcdo a A. vermicularis a partir do
formato das escamas cefalicas (Rodrigues, 2003). Nesta dissertacdo, propomos a descricéo e
andlise detalhada da osteologia craniana de A. vermicularis e A. arda, com os objetivos de: (i)
avaliar se a morfologia craniana difere entre as espécies — Cap. 1: Osteologia craniana
comparativa de Amphisbaena arda e Amphisbaena vermicularis (Squamata:
Amphisbaenidae); (ii) testar se existe dimorfismo sexual na forma do cranio de Amphisbaena
vermicularis, um indicativo de diferencas na capacidade de escavagédo e o uso de diferentes
estratos do subsolo entre machos e fémeas — Capitulo 2: Variagdo craniana intraespecifica em

uma anfisbénia sul-americana, Amphisbaena vermicularis (Squamata: Amphisbaenidae).
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2. CAPITULO 1: OSTEOLOGIA CRANIANA COMPARATIVA DE AMPHISBAENA
ARDA E AMPHISBAENA VERMICULARIS (SQUAMATA: AMPHISBAENIDAE)!

2.1 INTRODUCAO

As anfisbénias (Amphisbaenia) sdo répteis do clado Squamata que vivem no subsolo,
desprovidos de membros e apresentando um cranio robusto e altamente ossificado,
especializado para escavacdo do solo (Gans, 1974; Kearney, 2003). Diferentes formas de
cranio evoluiram entre as 200 espécies de Amphisbaenia atualmente conhecidas (Gans, 1978;
Uetz et al., 2022), sujeitas a fortes pressdes seletivas e convergéncia fenotipica (Gans, 1968;
Kazi & Hipsley, 2018; Mott & Vieites, 2009). A anatomia do cranio é, portanto, de grande
importancia na sistematica das anfisbénias (Kearney, 2003; Montero & Gans, 1999), mas
ainda é pouco explorada, provavelmente devido a seus tamanhos diminutos (comprimentos de
cranio tipicamente < 2 cm) e a escassez de espécimes para a maioria das espécies. Avangos
recentes em tecnologia, como a tomografia computadorizada (CT-scan) de raios X, reduzem
algumas desvantagens relacionadas a preparacdo e a descricdo da anatomia do cranio desses
taxons (por exemplo, Dal Vechio et al., 2016; Hipsley et al., 2016; Kearney et al., 2005;
Maisano et al., 2006; Teixeira Junior et al., 2019), embora informacdes basicas sobre a
morfologia do crénio ainda ndo tenham sido descritas para muitas espécies de anfisbénias
(Gans & Montero, 2008), bem como a variacao interespecifica e intraespecifica (Villa et al.,
2019). Como a morfologia do crénio das anfisbénias tem um impacto direto em sua
capacidade de escavacdo, que, por sua vez, influencia seu nicho (Navas et al., 2004),
descrever a anatomia dos cranios de anfisbénias é fundamental para entender sua evolugéo,
sistematica e ecologia.

O Brasil possui a maior riqueza de espécies de anfisbénias, com mais de 80 espécies
descritas (Costa et al., 2022), mas a maioria delas é negligenciada em termos de anatomia
craniana (veja Vieira et al., 1980; Montero & Gans, 1999; Gans & Montero, 2008; Dal
Vechio et al., 2016, Ribeiro et al., 2015). Dentre as anfisbenas brasileiras, destacamos duas
espécies externamente semelhantes, Amphisbaena vermicularis Wagler, 1824 e Amphisbaena
arda Rodrigues, 2003 "2002". Amphisbaena vermicularis € uma espécie comum que ocorre
principalmente ao longo da diagonal das areas abertas da América do Sul no Brasil e na
Bolivia (Guedes et al., 2020), enquanto A. arda é conhecida apenas pelo holétipo, coletado na
margem esquerda do Rio S&o Francisco no nordeste do Brasil (Rodrigues, 2003) dentro da

1 Manuscrito (em inglés) aceito em janeiro de 2024 para publicagdo no periddico Journal of Morphology.
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area de distribuicdo de A. vermicularis. Como um Unico espécime foi coletado desde entéo e
sua localidade-tipo esta sofrendo perda progressiva de habitat, A. arda é classificada como
"ameacada de extin¢do" pelo Ministério do Meio Ambiente do Brasil (ICMBio, 2018; MMA,
2022).

Externamente, a morfologia de A. vermicularis e A. arda é muito semelhante,
divergindo principalmente no padrdo de coloracdo, sendo que as "contagens tradicionais
atualmente utilizadas para auxiliar na identificacdo de anfisbenas sdo inadequadas para
distinguir essas duas espécies” (Rodrigues, 2003). Além disso, as escamas da cabeca de A.
vermicularis apresentam sulcos na regido occipital, sugerindo a existéncia de diferencas
mioldgicas e osteoldgicas entre o cranio dessa espécie e o de A. arda (Rodrigues, 2003) - uma
hipdtese ainda ndo explorada.

Neste estudo, usamos tomografias computadorizadas para descrever a osteologia do
cranio do holétipo de A. arda, comparando-o com trés espécimes de A. vermicularis. Além de
fornecer informacGes basicas sobre a anatomia do cranio dessas espécies, testamos a hipétese

de Rodrigues (2003) de que existem diferencas osteologicas entre A. arda e A. vermicularis.

2.2 MATERIAL E METODOS

Baseamos nossas descricbes em quatro espécimes adultos depositados no Museu de
Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP), Brasil, e na Cole¢do de Histdria Natural da
Universidade Federal do Piaui (CHNUFPI), Brasil: o hol6tipo (e Unico espécime) de
Amphisbaena arda (MZUSP 91638, em Mocambo do Vento, municipio de Barra, estado da
Bahia, Brasil), e trés espécimes de Amphisbaena vermicularis (CHNUFPI 0790, CHNUFPI
0791, CHNUFPI 0792, uma fémea e dois machos, respectivamente, todos do municipio de
Guadalupe, estado do Piaui, Brasil).

Antes da tomografia computadorizada, os espécimes foram removidos do etanol e
inseridos em plastico bolha ou canudos de smoothie mantidos em um tubo Falcon para evitar
movimentos. A. arda foi escaneada no Museum fir Naturkunde Berlin, Alemanha, em um
nanotom Phoenix|x-ray (GE Sensing & Inspection Technologies GmbH, Wunstorf, Alemanha)
usando 70 kV, 250 pA e tempo de exposi¢do de 0,5 s em 800 imagens, com uma média de
quadros de 3 e salto de imagem de 2. A reconstrucdo volumetrica foi feita no software
datos|x-reconstruction (GE Sensing & Inspection Technologies GmbH phoenix|x-ray) para um
tamanho de voxel de 9,7727 um. Os trés espécimes de A. vermicularis foram escaneados por

CT no Centro de Imagens 3D da Universidade Técnica da Dinamarca em uma Nikon XT H
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225 usando 80 kV, 160 pA e 1 s de tempo de exposi¢cdo em 1572 imagens, com uma média de
quadros de 3 e salto de imagem de 2. As imagens foram reconstruidas usando o software X-
Tek CT Pro 3D (Nikon Metrology, Hertfordshire, Reino Unido) para um tamanho de voxel de
12,1703 pum. Para todos os espécimes, o cranio ¢ as mandibulas foram separados do corpo e
extraidos como malhas no VGStudio Max 3.1.2 (Volume Graphics, Heidelberg, Alemanha).
Examinamos os modelos 3D resultantes nos softwares VGStudio Max e MeshLab,
versdo 2022.02 (Cignoni et al., 2008). Para comparacdes e descri¢des dos 0ssos do cranio, a
terminologia osteoldgica segue principalmente a proposta por Montero & Gans (1999) e Gans
& Montero (2008) — exceto, por exemplo, usando orbitoesfendide em vez de tabuloesfendide

—, com termos adicionais usados por Villa et al. (2019) (Figura 1; Figura 2; Figura 3).

Figura 1 - Tomografia computadorizada em 3D do cranio de Amphisbaena arda (MZUSP 91638 -
hol6tipo) em (A) vista dorsal, (B) vista ventral, (C) vista lateral esquerda, (D) vista anterior e (E) vista
posterior. Barra de escala = 2 mm. Abreviacdes: co, complexo occipital; coc, condilo occipital; cp,
crista parietal; cs, crista sagital do parietal; cro, crista occipital; e, estribo; ecp, ectopterig6ide; exc,
extracolumela; f, frontal; m, maxila; n, nasal; oe, orbitoesfenoide (= tabuloesfenoide de Gans &
Montero, 2008); oj, forame para o 6rgdo de Jacobson; p, parietal; pal, palatino; pbs*, parabasisfenoide
(fundido ao complexo occipital); pa, processo ascendente; pf, pré-frontal; pm, pré-maxila; pn,

processo nasal; pt, pterigoide; g, quadrado; v, vdmer; X, elemento-x. A septomaxila ndo é visivel, pois

esta localizada na cavidade nasal.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Figura 2 - Tomografia computadorizada em 3D das mandibulas de Amphisbaena arda (MZUSP 91638
- hol6tipo) em (A) vista dorsal, (B) vista ventral, (C) vista anterior, (D) vista posterior e (E) vista
lateral esquerda. Barra de escala = 2 mm. Abreviagdes: a*, angular (fundido ao 0sso composto); c,

corondide; d, dentério; oc, 0sso composto; pa, processo anteroventral; pad, processo anterodorsal; ppv,

processo posteroventral; pta, ponta anterior; sm, sulco de Meckel.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).



19

Figura 3- Tomografia computadorizada em 3D do cranio de Amphisbaena arda (MZUSP 91638 -
hol6tipo) ao longo dos eixos (A) sagital, (B) dorsal e (C) ventral. Barra de escala = 2 mm.
Abreviaces: pao, processo alar do prodtico; ecp, ectopetygoid; exc, extracolumella; f, frontal; cl,
canal longitudinal; m, maxila; n, nasal; co, complexo occipital; oco, condilo occipital; oe,
oshitosphenoid (=tabuloesfenoide de Gans & Montero, 2008); cpo, capsula ética; pal, palatino; p,
parietal; pf, pré-frontal; pm, pré-maxila; pbs, parabasisfenoide; pt, pterigoide; q, quadrado; csc, canais

semicirculares; sm, septomaxila; est, massa estatolitica; v, vomer.

—— ) 1M

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 4 - A-F Cranio articulado de Amphisbaena arda (MZUSP 91638 — hol6tipo — em azul) em (A)
vista dorsal, (B) vista ventral, (C) vista lateral direita, (D) vista lateral esquerda, (E) vista anterior e
(F) vista posterior. G-L Cranio articulado de fémea de Amphisbaena vermicularis (CHNUFPI 0790 —
em rosa) em (G) vista dorsal, (H) vista ventral, (1) vista lateral direita, (J) vista lateral esquerda, (K)
vista anterior e (L) vista posterior. Barra de escala = 1 mm. Consulte as Figuras 1, 2 e 3 para 0s 0S50S

identificados.

Amphisbaena arda Amphisbaena vermicularis
(MZUSP 91638, holétipo) (CHUFPI 0790, fémea)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 5 - A-F Cranio articulado de macho de Amphisbaena vermicularis (CHNUFPI 0791 —em
verde) em (A) vista dorsal, (B) vista ventral, (C) vista lateral direita, (D) vista lateral esquerda, (E)
vista anterior e (F) vista posterior. G-L Cranio articulado de macho de Amphisbaena vermicularis

(CHNUFPI 0792 — em amarelo) em (G) vista dorsal, (H) vista ventral, (1) vista lateral direita, (J) vista
lateral esquerda, (K) vista anterior e (L) vista posterior. Barra de escala = 1 mm. Consulte as Figuras

1, 2 e 3 para 0s 0ss0s identificados.

Amphisbaena vermicularis Amphisbaena vermicularis
(CHUFPI 0791, macho) (CHUFPI 0792, macho)
— 1 MM — MM

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 6 - Mandibulas em vistas dorsal (A, G, M, S), ventral (B, H, N, T), lateral direita (C, I, O, U),
lateral esquerda (D, J, P, V), anterior (E, K, Q, W) e posterior (F, L, R, X). A-F, Amphisbaena arda
(MZUSP 91638). G-L, fémea de Amphisbaena vermicularis (CHNUFPI 0790 — em rosa). M-R, macho
de Amphisbaena vermicularis (CHNUFPI 0791 — em amarelo). S-X, macho de Amphisbaena
vermicularis (CHNUFPI 0792 — em verde). Barra de escala = 1 mm. Consulte a Figura 2 para a
identificacdo dos 0ssos.

Amphisbaena arda Amphisbaena vermicularis
(MZUSP 91638, holétipo) (CHUFPI 0790, fémea)

— 1 MM — 1 MM

Amphisbaena vermicularis Amphisbaena vermicularis
(CHUFPI 0791, macho) (CHUFPI 0792, macho)

— 1 MM

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 7 - Tomografia computadorizada em 3D do cranio de Amphisbaena arda (MZUSP 91638 -
hol6tipo), uma fémea (CHUFPI 0790) e dois machos (CHUFPI 0791 e CHUFPI 0792) de A.
vermicularis ao longo dos eixos sagital (A, D, G, J), dorsal (B, E, H, K) e ventral (C, F, I, L). Barra
de escala = 1 mm. Consulte as Figs. 1, 2 e 3 para ver 0s 0ssos rotulados.

Amphisbaena arda Amphisbaena vermicularis
(MZUSP 91638, holétipo (CHUFPI 0790, fémea)

— 1 MM

Amphisbaena vermicularis Amphisbaena vermicularis
(CHUFPI 0791, macho (CHUFPI 0792, macho)

— 1 MM

— 1 MM

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Descricdo do cranio e da mandibula de Amphishaena arda (hol6tipo,
MZUSP 91638) (Fig. 4; Fig. 6; Fig. 7) e A. vermicularis (CHNUFPI 0790, CHNUFPI
0791, CHNUFPI 0792) (Fig. 3; Fig. 4; Fig. 5).

Diferencas entre ambas as espécies e entre os espécimes de A. vermicularis sdo citadas
entre parénteses.

Forma geral do cranio. Cranio ligeiramente prognato, dividido em focinho, segmentos
intermediario e occipital, segmento palatino e segmento mandibular. Vista dorsal em forma de
ampulheta, nitidamente mais estreito no nivel da sutura frontal-parietal do que na regido
parietal-occipital; as pontas posteriores da maxila e a crista occipital sdo as por¢des mais
largas do cranio. Angulacéo craniofacial leve (~160° em A. arda, (~170° em A. vermicularis).
Regido pos-orbital alongada. Superficies dsseas lisas, exceto as nasais, que Sd0 rugosas.
Orbita delimitada pela porcdo posterior do pré-frontal, porcdo lateral-posterior do frontal,
orbitoesfendide e margem dorsal do ectopterigdide, limitada ventralmente pelo processo
posterior da maxila. Focinho composto por pré-maxilas, nasais, maxilas e a série palatina
(vémitos, septomaxilas, palatinas, pterigoides e ectopterigoides), arredondado em vista dorsal,
obliqguo em perfil. Narinas externas abertas antero-lateralmente, com assoalho pela placa
alveolar da pré-maxila. Margens das narinas delimitadas pela pré-maxila, maxila e nasais.
Segmento intermediario composto por pré-frontal, frontal, parietal e orbitofenoide. Caixa
craniana lateral fechada completamente pelo crescimento parietal e um processo anterolateral
do complexo occipital. Segmento occipital composto por parabasisfendide, elementos-X,
estribo, quadrado e a fusdo do basioccipital, exoccipital, supraoccipital e 0s 0ssos O6ticos
(prodtico, opistatico e laterosfenoide). Dentes, 15, quatro em cada maxila, sete na pré-maxila.
Os dentes maxilares estdo dispostos no mesmo nivel, enquanto os dentes pré-maxilares estdo

dispostos para baixo, com o dente medial no nivel inferior.

Segmento do Focinho

Pré-maxila. Azigo, em contato com a maxila ventrolateralmente, nasais lateralmente,
frontais posteriormente e septomaxila ventromedialmente. Processo nasal pré-maxilar
ascendente longo e fino, separando os nasais e parcialmente separando os frontais. Margens

anterior e lateral convexas; superficie lisa. Placa basal com sete dentes conicos, cilindricos e
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monocuspides, sendo o dente medial maior. Dois forames ventrais ao processo nasal,
representando passagens dos canais longitudinais. Processos laterais em forma de L, em
contato com o vémer e maxila, com pequenos forames (forames nutritivos) vistos ao longo da
area proxima aos dentes (ausentes em A. vermicularis).

Nasal. Pareados, mais longo do que largos, concavo ventralmente, estendendo-se até
as maxilas e pré-maxila. Contato com a maxila lateralmente, frontal posteriormente, pré-
maxila medialmente e septomaxila anteroventralmente. O limite da narina externa e o canto
lateral é ligeiramente convexo em vista dorsal e cdncavo em vista frontal; formando uma
pequena parabola. Aspecto aspero devido a presenca de pequenos forames. Internamente, na
folha medial, um ponto de contato com a septomaxila lateral ao processo nasal do pré-
maxilar. Placa frontal com uma interdigitacdo de cada lado, em contato com os frontais;
interdigitacdo quase do mesmo tamanho que a extremidade distal do processo nasal pré-
maxilar (igual em tamanho em CHNUFPI 0791 e maior em CHNUFPI 0792).

Maxila. Pareados, mais longa do que larga, em forma de L com um processo frontal
longo e fino composto por um Gnico ramo que se dobra em dire¢do a linha média entre o
frontal e pré-frontal. Cada maxila contata um 0sso nasal anterodorsalmente, frontal e pré-
frontal dorsalmente, pré-maxila anteroventralmente, ectopterigdide posteroventralmente e
posterolateralmente, vimer medialmente, palatino posteriormente e septomaxila medialmente.
Processo pré-maxilar plano, sobrepondo-se a pré-maxila e sendo sobreposto pela septomaxila;
placa lateral levemente convexa; presenca de 1 a 3 forames na superficie externa do 0sso.
Placa palatal com quatro dentes conicos monocuspides (diminuindo de tamanho do primeiro
ao quarto dente) e em contato ventral com o processo anteromedial do ectopterigéide. Entalhe
largo e profundo na frente do forame ventrolateral chamado de processo pré-maxilar. Placa

lateral curta, terminando proxima a linha do altimo dente.

Segmento Palatino

Septomaxila. Pareado, dentro das narinas. As septomaxilas tém uma forma complexa,
com uma superficie dorsal achatada e ligeiramente concava e uma borda medial mais alta que
a lateral. A septomaxila esta acima do vomer, em contato com uma pequena porcéo do nasal
medialmente e a maxila ventrolateralmente, além de contatar a pré-maxila. Processo lateral
fino, sobrepondo-se ao processo lateral da pré-maxila e ao processo pré-maxilar da maxila.
Bordas laterais suavemente arredondadas e ligeiramente elevadas em compara¢do com o

centro da septomaxila.
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Vomer. Pareado, mais longo do que largo. O vOmer contata a pré-maxila
anteriormente, a maxila lateralmente, o palatino posteriormente e as septomaxilas
dorsalmente. Parte ventral junto com a pré-maxila e maxila envolvem a fenestra vémeronasal.
Processo anterior longo e fino, ligeiramente curvado ventralmente, contatando a pré-maxila;
expansao lateral do processo anterior perfurada por um forame do 6rgdo de Jacobson e
formando parte da borda anterior da fenestra vémeronasal. Uma crista é visivel em vista
dorsal ao longo da superficie medial, mais proeminente na regido da asa lateral. A asa lateral
se eleva anterodorsalmente (formando a parede posterior da camara vomeronasal) e
posterodorsalmente (contatando o palatino), tendo uma forma concava em vista lateral; uma
expansdo ventral em forma de barbatana na asa lateral. Processos posteriores alongados e
estreitos, com uma ponta aguda, separados um do outro na linha média por um recesso
piriforme, contatando os palatinos dorsalmente.

Palatino. Pareado, com superficies lisas, alongados anteroposteriormente, as bordas
mediais separadas umas das outras por um recesso piriforme. Os palatinos contatam o
ectopterigdide lateralmente, o pterigdide posteriormente, o vomer anteroventralmente, o
frontal e orbitoesfendide dorsalmente. Regido central formando um arco alto (canal palatino)
ventralmente concava, mais rasa e achatada posteriormente. Processo posterior estendendo-se
posteriormente na superficie pterigdide; canais na regido posterior. Os palatinos contribuem
para o assoalho da Orbita e as paredes medial, dorsal e lateral do palato.

Pterigodide. Pareado, planos e subtriangulares em vista ventral, inclinados dorsalmente
em direcdo a linha média; parte lateral se eleva formando uma crista dorsolateral. Contatando
0 ectopterigoide e palatino anteriormente e o quadrado posteriormente. Processo anterolateral
interligado com o0s processos posterodorsal e posteroventral do ectopterigéide; também
contatando o rostro do parabasiesfendide. Processo anteromedial contatando o palatino.
Processo posterior contatando o quadrado. Borda lateral irregular. Processo posterior estreito
(largo em CHNUFPI1 0791 e CHNUFPI 0792).

Ectopterigdide. Pareado, relativamente pequeno, bifurcado e medialmente concavo
em vista dorsal, com uma superficie medial lisa. Contatando a maxila anterodorsalmente, o
pterigdide posteriormente e o palatino medialmente. Processo anteromedial fino, localizado
em um sulco do processo palatino da maxila; processo anterolateral curto (ausente em
CHNUFPI 0791 e CHNUFPI 0792), largo e truncado, contatando o processo posterior da
maxila e o processo ventrolateral do pré-frontal. Processo posteroventral fino e longo (curto
em CHNUFPI 0790).
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Segmento Intermediério

Pré-frontal. Pareado, subtriangular em vista dorsal, com superficies lisas e convexas,
exceto pela presenca de um forame préximo ao processo posteromedial. Contatos ventrais
com a maxila, medial e posteriormente com o frontal, e posteroventralmente com o palatino.
Face posterior concava e lisa, contribuindo para a superficie facial e a parede interna da
Orbita, e penetrada ventrolateralmente pelo forame lacrimal. Processo posteromedial &spero
(fino em A. vermicularis), terminando no final da placa maxilar lateral e contatando o
orbitoesfenoide. Face posterior formando um angulo de aproximadamente 90°
dorsoventralmente.

Frontal. Pareado, mais longo que largo, liso e de forma irregular, contatando o
parietal posteriormente (através de uma sutura interdigitada), nasal e pré-maxila
anteriormente, maxila e pré-frontal lateroventralmente, orbitoesfenoide posteroventralmente.
Placa dorsal levemente convexa. Um processo anterolateral contata a maxila e separando
completamente os pré-frontais dos nasais. Um entalhe profundo na borda anterior média,
entrado pelo processo frontal do nasal. Sutura medial formada por duas e trés interdigitacdes,
curta, larga e arredondada. Sulco curvo profundo entre a placa dorsal e 0 processo lateral, para
0 processo posteromedial do pré-frontal; processo lateral contatando pré-frontal e formando a
parede anterior da Orbita. Placa articular com trés (frontal direito) e quatro (frontal esquerdo)
interdigitacdes longas, finas e aproximadamente paralelas (trés interdigitacGes em ambos os
frontais em CHNUFPI1 0790 e CHNUFPI 0791 e quatro interdigitacdes em ambos os frontais
em CHNUFPI 0792), aumentando em comprimento do lado medial para o lateral. Processos
ventrais em contato um com o outro na linha média ventral formando uma fenestra frontal
contatando o orbitoesfenoide.

Parietal. Azigo, mais longo do que largo e alto; em vista dorsal, alarga distalmente,
embora com a constricdo mais estreita € posterior a regido de contato frontal-orbitoesfenoide-
parietal; contata o frontal anteriormente através de sete (cinco em CHNUFPI 0790 e
CHNUFPI 0791) interdigitacdes longas e finas, orbitoesfenoide lateroventralmente, area
supraoccipital do complexo occipital posteriormente, e 0s processos anterolaterais do
complexo occipital (= processo alar do pro6tico) posterolateralmente; internamente, o parietal
contata 0 complexo occipital. A crista sagital da placa anterior até a incisura medial do
parietal, onde apresenta uma faceta articular concava (crista sagital baixa e pouco visivel em
CHNUFPI 0790); a crista é arredondada e afunila distalmente, alargando-se para um nddulo
dorsal ap6s o qual o parietal forma uma incisura medial profunda (crista em forma de gota

elevando-se distalmente, alargando-se para a incisura medial parietal em CHNUFPI 0791 e
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CNHUFPI 0792). Paredes laterais concavas e formando uma aba acima da area de contato
orbitoesfenoide; paredes laterais convexas posteriormente, com uma leve proje¢ao horizontal
na regido de contato com o0s processos anterolaterais do complexo occipital; paredes laterais
limitando o forame de Gasserian, através de uma borda relativamente curta.

Orbitoesfenoide. Azigo, aproximadamente do mesmo comprimento que largura, com
bordas irregulares, superficie lisa e bordas laterais concavas; superficies mediais estendidas
lateralmente e anteriormente, superficies periféricas estendidas posteriormente (superficies
periféricas pouco estendidas posteriormente em CHNUFPI 0791 e CNHUFPI 0792). O
orbitoesfenoide contata frontais anterodorsalmente, palatino anteroventralmente, parietal
anterolateralmente, e parabasisfenoide posteroventralmente. Superficie dorsal dos processos
anterolaterais curta e estreita, separada por uma divisdo em forma de U larga; superficie
ventral dos processos anterolaterais larga, separada por uma divisdo em forma de U curta.
Borda posterior com uma margem livre concava delimitando a borda mais anterior de cada
forame de Gasserian, e uma incisura em forma de V medial repousando sobre o rostro do
parabasisfenoide. A margem posterior possui um processo posterior relativamente longo. Dois
forames opticos no meio entre a linha média e a margem lateral, na parte mais anterior de

cada processo posterior.

Segmento Occipital

Estribo. Pareado. Forma circular, cada estribo se encaixa em uma fenestra oval do
complexo occipital. Uma coluna estapedial relativamente plana ascende perpendicularmente a
partir do lado anterolateral do estribo, contatando o quadrado e articulando-se com a
extracolumela cartilaginosa. Face articular da coluna estapedial orientada anteriormente.

Quadrado. Pareado. Longo e retangular, lateral ao neurocranio. Articulado com o
processo paraoccipital do complexo occipital (articulagdo proximal) e com o processo
articular do osso composto (cabeca articular distal); cada quadrado contata o0 processo
posterior de um pterigoide anteromedialmente e uma coluna estapedial posteriormente.
Articulagdo proximal subcircular e fortemente concava. Cabeca articular distal em forma de
sela. Placa lateral larga e plana, mais alta posteriormente; placa lateral perfurada em sua base
por um forame dorsal, cujo canal termina em um forame lateral no centro da placa lateral.
Superficie dorsal plana e estreita. Superficie ventral com um corredor estreito ao longo do
qual corre a extracolumela.

Parabasisfenoide. Azigo. Largo, em forma triangular, céncavo lateralmente, sua

superficie dorsal forma o assoalho do neurocrénio. Contatos anterodorsais com o
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orbitoesfenoide, pterigoide lateralmente, e é fundido aos elementos-x lateroposteriormente e
ao complexo occipital posteriormente (elementos-x ndo fundidos em CHNUFPI 0792). Face
ventral se estendendo em placas laterais c6ncavas; lateralmente, as placas contatam o0s
pterigoides; posteriormente, elas sdo fundidas ao elemento-x (ndo em CHNUFPI 0792).

Elemento-X. Pareado, fundido ao parabasisfenoide-occipital (elementos-x néo
fundidos ao parabasisfenoide-occipital em CHNUFPI 0792, tém forma triangular e superficie
lisa, contatando o parabasisfenoide medialmente, complexo occipital posteriormente, e estribo
dorso-posteriormente).

Complexo occipital. Em contato anteriormente com o parietal, anterolateralmente
com os estribos, e articulado com o quadrado anterolateralmente. Placa dorsal mais fina
anteriormente, entrelacando-se com a porcao posterior do parietal, cobrindo a parte posterior
do neurocranio e as capsulas Oticas. Processos anterolaterais da placa dorsal delgados, com
sua borda ventral formando a borda dorsal do espaco p6s-orbital e do forame de Gasserian.
Processo ascendente alto (baixo em A. vermicularis), encaixando-se no entalhe medial do
0sso parietal, formando um continuo com a crista sagital. Crista occipital transversal
pronunciada (pouco demarcada em A. vermicularis), encontrando a borda posterior do
processo ascendente, delimitando a por¢do dorsal do forame magno, e se estendendo
lateralmente até a articulagio com o quadrado. Processo paraoccipital comprimido
dorsoventralmente, articulando-se com o quadrado e em contato o estribo. Placa basioccipital
fundida ao parabasisfenoide anteriormente e aos elementos-x anteroventralmente (ndo fundida
em CHNUFPI 0792). Posteriormente, a placa basioccipital é inclinada dorsalmente; a regido
medial se estende até o pescoco do condilo occipital. Céndilo occipital com duas saliéncias,
ventral ao forame magno, com formato faseolar em vista posterior. Forame jugular pareados,

lateral a base do condilo occipital.

Série mandibular

Dentéario. Conectados entre si por uma articulacédo sinfisial. Entrando em contato com
0 coronoide, 0 0sso composto e o angular. Ventralmente, os dentarios se afastam um do outro
na articulagdo sinfisial em um angulo de quase 45°, seguindo em linha reta ao longo de seu
comprimento. A borda posterior se bifurca em um angulo de 90° em um processo
posterodorsal e posteroventral, ambos longos e pontiagudos. Os processos posterodorsal e
posteroventral sdo separados por uma cavidade na qual se encaixa 0 0sso composto. A face
posterior do processo posterodorsal € plana e ndo se curva posteriormente, entrando em

contato com o coronoide no lado lateral. No lado medial, o processo posterodorsal é coberto
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pelo coronoide e pelo 0sso composto, e 0 processo posteroventral é coberto pelo angular.
Forames mentais (trés a esquerda, quatro a direita) (trés de cada lado em CHNUFPI 0792)
alinham-se no lado labial de cada dentario. O sulco de Meckel corre horizontalmente ao longo
de todo o comprimento do dentario. Sete dentes conicos pleurodontes na borda dorsal de cada
dentério, sendo os trés primeiros maiores, separados dos Ultimos quatro dentes por um
pequeno diastema. Os dentes dos dentarios se encaixam nos do pré-maxilar e maxilares e séo
curvados medial e posteriormente. Os dentes | a I11 s&o os maiores (111 > 11 > 1). Os dentes 1V
a VIl sdo aproximadamente do mesmo tamanho, com suas pontas aumentando em altura
conforme a base do dentario se eleva posteriormente.

Coronoide. Plano (concavo no lado lingual), relativamente retangular com bordas
arredondadas. No lado labial da mandibula, o coronoide é parcialmente coberto pelo dentario
anteroventralmente e pelo 0sso composto posteroventralmente. No lado lingual da mandibula,
0 coronoide é totalmente exposto, fazendo contato com o dentario anteriormente e 0 0SSO
composto posteriormente. O processo anteroventral é fino e em forma de langa, estendendo-se
até a linha do dente VI da mandibula (Gltimo dente em CHNUFPI 0790); sua borda
anterodorsal é reta, a borda anteroventral possui um estreitamento. Um sulco profundo no
lado labial, onde se encaixa o processo posterodorsal do dentario.

Osso composto. Composto pela fusdo do suprangular, articular, esplenial e pré-
articular. Faz contato com o dentério anteroventralmente, o coronoide anterodorsalmente e o
angular ventralmente (ao qual esta fundido em A. arda). O processo dentario esta inserido na
cavidade posterior do dentario, em contato com 0s processos ventrais posteriores do dentario
e com o angular; dorsomedialmente, 0 0sso composto faz contato com o coronoide. Lado
medial coberto pelo coronoide e angular. O processo articular é cbncavo e curvado
medialmente, articulando-se com o quadrado. A placa lateral é perfurada por dois forames
(forame suprangular anterior e forame suprangular posterior).

Angular. Parcialmente fundido ao 0sso composto em A. arda, mas ndo em A.
vermicularis. Delgado, principalmente visivel no lado labial da mandibula, fazendo contato
com o dentario. Ponta anterior aguda. Um forame esta presente no meio do angular. A face

ventral entrelacada do lado lingual para o lado labial da mandibula.

Caixa Craniana
Anatomia interna do complexo Optico-occipital (Fig. 3; Fig. 7). A cavidade
craniana tem formato de coragdo anteriormente, delimitada pelas frontais dorsalmente,

lateralmente e em seu assoalho; posteriormente, € delimitada pelos complexos
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orbitoesfenoide, parietal, parabasisfendide e occipital. Os processos alares do 0sso proético
cobrem a caixa encefalica lateralmente e sdo mais estreitos no A. vermicularis do que no A.
arda. A caixa craniana se estreita posteriormente devido a presenca das capsulas oOticas.
Dentro de cada capsula Otica hd uma massa estatolitica - um corpo ovoide calcificado - e trés
canais semicirculares (anterior, lateral e posterior). O condilo occipital e o forame magno sao

posteriores as capsulas éticas.

2.3.2 Comparacdo da osteologia craniana entre Amphisbaena arda e A.

vermicularis e variagao intraespecifica em A. vermicularis

Os cranios de A. arda e A. vermicularis sdo semelhantes, mas algumas diferencas
podem ser observadas na angulagdo craniofacial (~160° em A. arda, ~170° em A.
vermicularis) e em alguns ossos. Também observamos variagdo na osteologia craniana entre
os trés especimes de A. vermicularis examinados. Um resumo das diferencas interespecificas

e intraespecificas € apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Diferencas observadas na osteologia craniana entre Amphisbaena arda (a) e trés espécimes

de Amphisbaena vermicularis (vf [fémea], vm1 [macho 1] e vm2 [macho 2]).

Segmento Osso Diferenca Espécimes
3 1 1 ~ 0
Forma Geral do Angulacéo craniofacial ~160°. a
Crénio 3 ) _ vf, vml,
Angulacéo craniofacial ~170°. vm2
Forames nutricionais na area préxima aos dentes. a
Pré-maxila L ) i, vf, vm1l
Forames nutricionais ausentes na area préxima aos dentes. \7/m2 '
Interdigita¢fes quase tdo longas quanto a extremidade distal a v
Segmento Nasal do processo nasal pré-maxilar. :
Interdigitaces do mesmo tamanho que a extremidade distal
Nasal ) - vml
do processo nasal pré-maxilar.
Interdigitacfes mais longas do que a extremidade distal do vm?2
processo nasal pré-maxilar.
Processo anterolateral, curto. a, vf
- s Processo anterolateral, ausente. vml, vm2
Série Palatal Ectopterig6ide
Processo posteroventral, curto. a, vf
Processo posteroventral, longo. vml, vm2
Processo posteromedial, irregular. a
Pré-frontal vf, vm1,
Segmento Processo posteromedial, fino. vm2
Intermediario Placa articular com trés (frontal direito) e quatro (frontal a
esquerdo) interdigitacdes longas.
Frontal p — ———
Placa articular com trés interdigitacdes longas (frontal
L vf, vml
direito e esquerdo).
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Tabela 1 - Diferencas observadas na osteologia craniana entre Amphisbaena arda (a) e trés espécimes

de Amphisbaena vermicularis (vf [fémea], vm1 [macho 1] e vm2 [macho 2]).

Segmento Osso Diferenga Espécimes
Placa articular com quatro interdigitacfes longas (frontal vm2
direito e esquerdo).

Sutura parietal-frontal com sete interdigitacoes. a, vm2
Sutura parietal-frontal com cinco interdigitacdes. vf, vml
Parietal Crista sagital arredondada e alta. a
Crista sagital baixa e mal visivel. vf
Crista sagital em formato de gota, de altura média. vml, vm2
Orbitoesfenoid | Superficies periféricas estendidas posteriormente. a, vf
€ Superficies periféricas pouco estendidas posteriormente. vml, vm2
Parabasisfenoi | Fusionado ao elemento-x e ao complexo occipital. a, vf, vml
de N4o fusionado ao elemento-x e ao complexo occipital. vm2
~ - P . . a, Vf, le
Elemento-X Né&o fusionado ao complexo occipital e parabasisfenoide.
Fusionado ao complexo occipital e parabasisfenoide. vm2
o Processo ascendente, alto. a
Segmento Occipital v, vml,
Processo ascendente, baixo. vm2
Com_pl_exlo Crista occipital transversal pronunciada. a
occipita v vmL
Crista occipital transversal levemente pronunciada. vm2
vf, vm1l,
Processo alar do proético estreito. vm2
Parcialmente fundido ao 0sso composto. a
Série Mandibular Angular vf, vmi,
Né&o fundido ao 0sso composto. vm2

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

2.4 DISCUSSAO

Usando exames de tomografia computadorizada, exploramos a osteologia craniana de

duas espécies de Amphisbaenia, Amphisbaena arda e A. vermicularis. Embora o cranio de A.

vermicularis tenha sido ilustrado anteriormente (Dal Vechio et al., 2016; Gans & Montero,

2008), ele nao foi descrito detalhadamente. Em contraste, este estudo apresenta a primeira

descricdo detalhada do cranio de A. arda. Ambas as especies tém um cranio levemente

prognato, com forma de ampulheta em vista dorsal, focinho arredondado e diferencas

minimas nos processos 0sseos e interdigitacdes. Essa forma de focinho (“arredondado™) é a

mais comum dentro de Amphisbaenia, particularmente em Amphisbaenidae (Gans, 1968;
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Gans & Montero, 2008), e é considerada plesiomorfica, com um mecanismo menos
especializado de escavacdo (Gans, 1968).

Embora a posicdo filogenética de A. arda ainda seja desconhecida (Graboski et al.,
2022), é provavel que compartilne uma relagdo proxima com A. vermicularis devido a
semelhangas na morfologia externa. Ambas as espécies pertenceriam a um clado de
anfisbénias de grande porte, com uma sinapomorfia craniana identificada como a superficie
externa do osso nasal com pequenos forames continuos com uma abertura de canal
posterodorsal na camara nasal (Dal Vechio et al., 2016). Segundo Rodrigues (2003), as
escamas da cabeca de A. vermicularis sdo caracteristicamente intumescidas, com uma
depressdo occipital dorsomedial marcada por um sulco, em contraste com A. arda. Tais
diferencas podem ser de origem osteoldgica e/ou mioldgica, e o exame dos cranios de ambas
as espécies pode fornecer algumas pistas (Rodrigues, 2003). Nossos resultados mostram
diferencas entre o cranio de A. arda e A. vermicularis na crista sagital do osso parietal, no
processo ascendente e na crista occipital transversa do complexo occipital (Tabela 1). A altura
da crista sagital, que € contigua ao processo ascendente occipital, seria responsavel pela
depressdo occipital dorsomedial observada por Rodrigues, 2003 em A. vermicularis. Este é o
local de fixacdo dos musculos adutores da mandibula (Pregill, 1984; Rieppel, 1979),
aumentando com a idade e tamanho em anfisbenideos e outros tdxons (Hawkins et al., 2022).
Em nossa amostra, 0 espécime com a crista sagital mais alta é o holétipo de A. arda (o maior
espécime). Externamente, os trés espécimes de A. vermicularis usados neste estudo ndo
apresentam o sulco na regido occipital, indicando que esse caractere é polimorfico dentro da
espécie. O exame de espécimes adicionais de A. vermicularis sera necessario para confirmar
se 0s sulcos temporais, quando presentes, estdo relacionadas a cristas sagitais mais altas.

A narina de A. arda é descrita como posicionada mais ventralmente do que em A,
vermicularis, com a distancia da narina a sutura nasal considerada maior do que a distancia da
narina a escala supralabial adjacente, o que também pode ser um indicativo de diferencas
osteologicas/miologicas entre as espécies (Rodrigues, 2003). Do ponto de vista osteologico, o
segmento do focinho em ambas as espécies difere na propor¢cdo de comprimento entre as
interdigitacdes do 0sso nasal e o processo ascendente do pré-maxilar, bem como na presenca
ou auséncia de forames nutricionais no pré-maxilar. No entanto, nenhuma dessas diferencas
explicaria as disparidades na morfologia externa da narina apontadas por Rodrigues (2003).

Em outros aspectos, o cranio de A. arda difere do de A. vermicularis em pontos como
a presenca de forames nutricionais (ausentes em A. vermicularis), o processo posteromedial

do pré-frontal robusto (fino em A. vermicularis), o numero de interdigitacdes na placa
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articular dos frontais e o grau de fusdo entre o angular e 0 0sso composto. Foram observadas
diferencas entre os trés especimes de A. vermicularis, e, em alguns casos, um ou dois
espéecimes compartilham a mesma morfologia 6ssea com A. arda, mas ndo com 0s outros A.
vermicularis (por exemplo, o comprimento das interdigitacdes nasais € o tamanho dos
processos anterolateral e posteroventral do ectopterigoide) (Tabela 1). A variagdo craniana
intraespecifica em anfisbénias é pouco estudada (Hawkins et al., 2022; Hipsley et al., 2016) e
pode explicar diferencas relacionadas a ontogenia, dimorfismo sexual, ecologia tréfica e
caracteristicas do solo (Gans, 1960, 1974; Hawkins et al., 2022; Hipsley et al., 2016). Todos
0s espécimes estudados aqui sdo adultos, embora diferindo ligeiramente no comprimento do
focinho (MZUSP 91638: 284 mm; CHNUFPI 0790: 223 mm; CHNUFPI 0791: 255 mm;
CHNUFPI 0792: 262 mm). O dimorfismo sexual nas escamas e na largura da cabeca é
conhecido para A. vermicularis (Fraga et al., 2022), embora nosso tamanho de amostra seja
muito pequeno para permitir conclusdes sobre o dimorfismo sexual na osteologia do cranio
dessa espécie. Pelo menos em alguns casos em que a morfologia dssea € mais semelhante
entre a fémea e um dos dois espécimes machos de A. vermicularis, essa variacdo ndo pode ser
atribuida ao dimorfismo sexual e pode ser simplesmente baseada no individuo (por exemplo,
namero de interdigitacbes na placa articular do frontal e na sutura frontoparietal). Essas
diferencas intraespecificas em A. vermicularis provavelmente ndo estdo relacionadas as
caracteristicas do solo (Fraga et al., 2022) porque os trés espécimes vieram da mesma
localidade (Guadalupe, Piaui, Brasil), cujos tipos de solo dominantes sdo argissolos (acrisols)
e latossolos (ferralsols) (FAO et al., 2012). Em contraste, 0 Unico espécime conhecido de A.
arda foi coletado em arenossolos (arenosols) (FAO et al., 2012), tornando possivel que a
estrutura do solo esteja relacionada as diferencas osteoldgicas entre A. arda e A. vermicularis.

2.5 CONCLUSAO

O estudo da morfologia do cranio é importante para entender a sistematica dos
Squamata, pois 0s seus caracteres constituem os elementos predominantes nas matrizes
morfoldgicas dos escamados (Conrad, 2008; Dubke et al., 2018; Gans & Montero, 2008;
Gauthier et al., 2012; Kearney, 2002, 2003; Westphal et al., 2019). No entanto, apesar do
recente progresso na taxonomia das anfisbénias, a anatomia do cranio desse grupo continua
sendo pouco estudada. Investigar a anatomia craniana € vital para identificar homologias e
avancar no conhecimento da histéria evolutiva do grupo, pois a evolucdo das formas da

cabeca em Amphisbaenia é mais complexa do que se pensava anteriormente (Mott & Vieites,



35

2009). Gragas a tomografia computadorizada, o exame dos cranios (geralmente pequenos) das
anfisbénias se tornou mais rapido e acessivel (por exemplo, Dal Vechio et al., 2016; Hawkins
et al., 2022; Hipsley et al., 2016; Villa et al., 2019). Para entender melhor a variacdo entre
Amphisbaena arda e A. vermicularis, € necessario um exame mais aprofundado de espécimes
adicionais de A. vermicularis, especialmente de locais proximos a localidade-tipo de A. arda,
ja que ndo se conhecem outros espécimes de A. arda atualmente. Este trabalho ajuda a
elucidar até que ponto a morfologia do cranio do A. arda esta dentro da faixa de variacéo
intraespecifica do A. vermicularis. Por fim, a integracdo de estudos sobre a osteologia e a
musculatura do cranio, que sdo extremamente raros em Amphisbaenia até o momento (por
exemplo, Kesteven, 1957; Navas et al., 2004; Rieppel, 1979; Westphal, 2019), também sera

um passo importante para avancar nossa compreensao da evolucéo desse grupo.
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3. CAPITULO 2: VARIACAO CRANIANA INTRAESPECIFICA EM UMA
ANFISBENIA SUL-AMERICANA, AMPHISBAENA VERMICULARIS (SQUAMATA:
AMPHISBAENIDAE)

3.1 INTRODUCAO

Os répteis da ordem Squamata representam um dos grupos mais diversos de
vertebrados do planeta, compreendendo aproximadamente 11.670 espécies descritas de
lagartos, serpentes e anfisbénias (Uetz et al., 2023). Os Squamata estdo distribuidos por
diferentes habitats, como ambientes marinhos, aquéticos, subterraneos, terrestres e arboreos,
onde exibem uma ampla variedade de formas corporais, desde membros bem desenvolvidos
até a auséncia deles. Essa diversidade de adaptagdes morfoldgicas relacionadas a nichos
ecologicos especificos se manifesta em sua estrutura corporal de forma geral, assim como na
anatomia craniana (Palci et al., 2020).

As anfisbénias (Amphisbaenia) sdo um clado peculiar dentro dos Squamata. Elas
possuem corpos serpentiformes, com escamas dispostas em anéis, auséncia de membros
externos (exceto pelo género Bipes) e apresentam olhos reduzidos (Costa & Garcia, 2019;
Gans, 1974a, 1978). As anfisbénias sdo encontradas em regides tropicais e subtropicais da
Africa, Europa, Caribe, América do Norte e América do Sul, atualmente conhecidas por
englobar 201 espécies em todo o mundo (Longrich et al., 2015; Uetz et al., 2023). Por serem
animais que utilizam a cabeca como principal instrumento de a escavacdo, a anatomia
craniana € crucial para a compreensao da sua biologia. A notavel robustez e ossificacdo dos
cranios das anfisbénias estdo diretamente relacionadas aos seus ambientes subterréneos,
influenciando significativamente sua capacidade de escava¢do, moldando seu nicho ecoldgico
(Gans, 1974b; Kearney, 2003; Navas et al., 2004).

As Amphisbaenia apresentam diversos formatos de cabeca que refletem sua estrutura
craniana subjacente, classificada em quatro morfotipos: redonda, quilha, cunha e pa (Gans,
1968; Kearney, 2003). Esses morfotipos surgiram de forma convergente na evolucdo do
grupo, sugerindo pressdes seletivas semelhantes que influenciam os cranios em diferentes
clados. Ainda ndo estd claro como essas pressdes seletivas e fatores como ontogenia e
dimorfismo sexual impactam a diversificacdo, ja que poucas espécies de anfisbénias foram
investigadas quanto a variacao intraespecifica no cranio (por exemplo, Hawkins et al., 2022;
Hipsley et al., 2016; Hohl et al., 2023).

Neste estudo, utilizamos a tomografia computadorizada de raios X, ou CT-scan, para
gerar modelos cranianos 3D para andlise de morfometria geométrica de espécimes de
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Amphisbaena vermicularis Wagler, 1824, um membro da Amphisbaenidae. Embora essa
espécie possua ampla distribuicdo, ocorrendo do nordeste do Brasil ao leste da Bolivia
(Guedes, Costa & Moura, 2020), ainda é pouco estudada quanto a anatomia craniana.
Analises morfologicas externas sugerem que 0os machos de A. vermicularis possuem cabecas
proporcionalmente maiores do que as fémeas (H. Costa, dados ndo publicados), mas isso
ainda precisa ser determinado em uma estrutura geométrica. No Capitulo 1 desta dissertacgéo,
foram identificadas diferencas notaveis na anatomia craniana de trés individuos de A.
vermicularis. Essas diferencas foram particularmente evidentes entre machos e a Unica fémea
da amostra, mas também se destacaram ao comparar a fémea com um dos machos analisados.
O objetivo central do Capitulo 2 é, portanto, verificar se existe dimorfismo sexual no formato
do cranio em A. vermicularis, explorando a variacdo intraespecifica na osteologia craniana, a
partir de uma amostra maior de espécimes. Além do dimorfismo sexual, os resultados deste
capitulo fornecerdo uma compreensdo mais abrangente da morfologia das anfisbénias,

incluindo a diversidade em nivel populacional.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Coleta de dados

Examinamos 26 espécimes preservados de Amphisbaena vermicularis depositados na
Colecdo de Historia Natural da Universidade Federal do Piaui (CHNUFPI). Este conjunto
incluia 10 fémeas e 16 machos coletados em sete municipios nos estados do Piaui e Maranh&o
(Figura 6). Detalhes sobre local de coleta, sexo, comprimento rostro-cloacal (CRC) e
identificacdo de voucher para cada espécime estdo listados na Tabela 2. Quando os
exemplares ndo foram preservados com hemipénis evertidos, foi feita uma pequena incisdo na
regido ventral para determinacéo do sexo por meio do exame das génadas. O CRC foi medido
usando um paquimetro digital com precisao de 0,01 mm.

As localidades que correspondem aos espécimes abrangem as ecorregides (Dinerstein
et al., 2017) Caatinga e Cerrado. O Cerrado, situado em extensos planaltos de 500 a 1.700
metros de altitude, apresenta um cenario tropical sazonal com precipitagdo meédia anual entre
1.250 e 2.000 mm, e temperaturas variando de 20° a 26°C. Sua vegetacao diversificada vai de
campos abertos a densas florestas, proporcionando uma paisagem variada. A Caatinga,
destacando-se como a maior regido de floresta seca da America do Sul, mantém complexas

fronteiras com o Cerrado, Mata Atlantica e Amazonia, promovendo um significativo
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intercdmbio biotico. A vegetacdo heterogénea da Caatinga inclui desde arbustos baixos (até 1
metro) em solos arenosos rasos até florestas altas (25 a 30 metros) em solos eutréficos
derivados de rochas basicas. O clima é quente e seco, com longos periodos de seca,
registrando uma precipitacdo média anual entre 250 e 1.000 mm, e temperaturas médias
anuais entre 24° e 26°C. Essas caracteristicas distintas revelam a riqueza e complexidade
desses ecossistemas, essenciais para a biodiversidade regional (Dinerstein et al., 2017).

Figura 8 - Localidades de coleta dos espécimes de Amphisbaena vermicularis usados neste estudo.
Cada ponto preto representa uma populagdo: 1, Batalha; 2, José de Freitas; 3, Altos; 4, Teresina; 5,
Timon; 6, Guadalupe; 7, Guaribas. AbreviacGes: BA, Bahia; CE, Ceara; MA, Maranhao; PE,
Pernambuco; PI, Piaui. O mapa foi gerado no software QGis versao 3.30.2.
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Fonte: Elaborado por Henrique J. Oliveira (2023).
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Tabela 2 — Informacdes sobre os espécimes de Amphisbaena vermicularis utilizados neste estudo.

Abreviacdes: F, fémea; M, macho; CRC, comprimento rostro-cloacal; MA, Maranhdo; P, Piaui.

Espécime Sexo |CRC (mm)| Pais Estado Municipio | Latitude |Longitude
CHNUFPI1 0722 F 207 Brasil Pl Batalha -4,0239 | -42,0778
CHNUFPI1 0741 F 180 Brasil MA Timon -5,0939 | -42,8369
CHNUFPIOQ745| F 193 Brasil PI José de Freitas | -4,7558 | -42,5758
CHNUFPIOQ746 | M 220 Brasil PI José de Freitas | -4,7558 | -42,5758
CHNUFPI 0747 | M 227 Brasil Pl Altos -5,0389 | -42,4608
CHNUFPI1 0748 F 215 Brasil Pl Altos -5,0389 | -42,4608
CHNUFPI 0766 | M 211 Brasil PI Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI1 0767 | M 257 Brasil PI Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI1 0769 F 250 Brasil Pl Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI 0770 | M 245 Brasil Pl Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI1 0771 F 220 Brasil Pl Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI 0772 | M 253 Brasil Pl Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI0773| M 217 Brasil Pl Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI 0774 | M 227 Brasil Pl Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI0775 | M 212 Brasil PI Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI 0776 | F 195 Brasil PI Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI 0777 | F 236 Brasil PI Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI 0778 | F 217 Brasil PI Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI0779 | M 235 Brasil PI Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI10780 | M 238 Brasil PI Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI0781 | M 250 Brasil Pl Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI1 0790 F 223 Brasil Pl Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPIO0791 | M 255 Brasil Pl Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI0792 | M 262 Brasil Pl Guadalupe -6,7869 | -43,5689
CHNUFPI0797 | M 215 Brasil Pl Guaribas -9,3978 | -43,6869
CHNUFPI 0798 | M 180 Brasil Pl Teresina -5,0889 | -42,8019

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

As amostras foram removidas do etanol e colocadas em plastico bolha para aumentar a

estabilidade durante a tomografia computadorizada. As varreduras foram realizadas no Centro

de Imagens 3D da Universidade Técnica da Dinamarca, usando um sistema de TC de raios X
Nikon XT H 225 com 90 kV, 260 pA e tempo de exposi¢do de 1 s em 1572 imagens. As

imagens foram reconstruidas usando o software X-Tek CT Pro 3D (Nikon Metrology,

Hertfordshire, Reino Unido) para obter um tamanho de voxel de 16,9-21,9 um. Para todos oS

espéecimes, o cranio foi separado do corpo e extraido como um arquivo de malha Polygon File
Format (ply) no VGStudio Max 3.1.2 (Volume Graphics, Heidelberg, Alemanha).
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Para capturar adequadamente o formato do cranio das anfisbénias, usamos uma
combinacdo de marcos anatdmicos e curvas nas malhas 3D (Figura 7). Os marcos anatdmicos
correspondem a uma localizacdo anatdmica especifica, enquanto as curvas criam uma série de
pseudomarcas colocadas de forma equidistante ao longo da curva designada. Sessenta e um
marcos (44 marcos anatomicas e 2 curvas de 7 e 10 marcos cada) foram colocadas
digitalmente nos cranios no software Stratovan Checkpoint (Stratovan Corporation),
totalizando 183 marcos em trés dimensdes (Figura 7; Tabela 3). Os dados finais dos marcos
de referéncia foram exportados como coordenadas X, y e z, que foram usadas como variaveis

brutas nas analises abaixo.

Figura 9 — Localiza¢des dos marcos anatémicos de referéncia (landmarks) no cranio de Amphisbaena
vermicularis em (A) vista dorsal, (B) vista ventral, (C) vista lateral esquerda, (D) vista anterior e (E)
vista posterior. Barra de escala = 1 mm. Os circulos vazios representam marcos de referéncia fixos e

os circulos preenchidos representam semilandmarks deslizantes das curvas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).



Tabela 3 - Descricdo dos locais dos marcos de referéncia (landmarks). Os marcos de referéncia
45 a 61 representam curvas, com marcos de referéncia deslizantes.

Landmark Osso Descricdo

1 Nasal Ponto anteromedial esquerdo

2 Nasal Ponto anteromedial direito

3 Nasal Ponto anterolateral esquerdo

4 Nasal Ponto anterolateral direito

5 Maxila Processo posterodorsal da maxila esquerda

6 Maxila Processo posterodorsal da maxila direita

7 Pré-frontal Processo posterodorsal do pre-frontal esquerdo
8 Pré-frontal Processo pésterodorsal do pré-frontal direito
9 Pré-frontal Processo postero-lateral do pré-frontal esquerdo
10 Pré-frontal Processo péstero-lateral do pré-frontal direito
11 Ectopterigdide Ponta anterodorsal do ectopterigdide esquerdo
12 Ectopterigdide Ponta anterodorsal do ectopterig6ide direito
13 Pré-frontal Ponta pdsteroventral do pré-frontal esquerdo
14 Pré-frontal Ponta pdstero-ventral do pré-frontal direito

15 Frontal Ponta postero-ventral do frontal esquerdo

16 Frontal Ponta pdstero-ventral do frontal direito

17 Frontal Processo postero-lateral do frontal esquerdo
18 Frontal Processo postero-lateral do frontal direito

19 Complexo occipital | Ponta frontal esquerda

20 Complexo occipital | Ponta frontal direita

21 Complexo occipital | Ponta anterior do processo ascendente

22 Complexo occipital | Sulco medial do condilo occipital

23 Complexo occipital | Elevacao esquerda do condilo occipital

24 Complexo occipital | Elevacao direita do condilo occipital

25 Pterigoide Borda lateral esquerda do processo posterior
26 Pterigoide Borda lateral direita do processo posterior

27 Pterigoide Borda posterior esquerda do processo posterior
28 Pterigdide Borda posterior direita do processo posterior
29 Elemento-X Curvatura lateral esquerda maxima

30 Elemento-X Curvatura lateral direita maxima

31 Estribo Ponta ventral do processo esquerdo

32 Estribo Ponta ventral do processo direito

33 Ectopterigbide Processo anterior esquerdo

34 Ectopterigbide Processo anterior direito

35 Pterigoide Ponta do processo anterior esquerdo

36 Pterigoide Ponta do processo anterior direito

37 Ectopterigoide Processo posterior esquerdo

38 Ectopterigbide Processo posterior direito

w
©

Parabasisfenoide

Processo anterior

45
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40 Complexo occipital | Sulco medial
41 Complexo occipital | Curvatura maxima esquerda em vista dorsal
42 Complexo occipital | Curvatura maxima direita em vista dorsal
Curvatura posterior esquerda maxima em vista
43 Complexo occipital |dorsal
44 Complexo occipital | Curvatura posterior direita maxima em vista dorsal
Dente medial até o processo ascendente no nivel
45-48 Pré-maxila nasal
Processo ascendente no nivel nasal até a ponta do
48-51 Pré-maxila processo nasal
51 Pré-maxila Ponta do processo nasal
52-55 Parietal Parte anterior a parte anterior da crista parietal
55-58 Parietal Parte anterior até a parte posterior da crista parietal
58-61 Parietal Parte posterior da crista parietal até a parte posterior
61 Parietal Parte posterior da crista parietal

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

2.2.2 Andlises de morfometria geométrica

Todas as andlises foram realizadas no software MorphoJ (Klingenberg, 2011).
Primeiramente, os dados foram padronizadas através do ajuste generalizado de Procrustes,
removendo assim a variacdo de escala, localizacdo e orientacdo entre 0s espécimes
(Klingenberg et al., 2002). O efeito do tamanho na forma craniana individual foi testado por
meio de regresséo linear, com o tamanho do centroide, estimado como a raiz quadrada das
distdncias quadradas somadas de cada ponto de referéncia a partir do centroide de sua
configuracdo, usado como indicador do tamanho da cabeca. A variacdo geral do cranio foi
visualizada usando a andlise de componentes principais (PCA). Os efeitos do sexo e da
localidade sobre o formato do créanio foram testados usando uma ANOVA de Procrustes. Para

todos os testes estatisticos, foram executadas 10.000 permutagdes para estimar a significancia.

3.3 RESULTADOS

O comprimento rostro-cloacal (CRC) variou entre as localidades (anélise de variancia
unidirecional (one-way ANOVA) df 6, F=3.08, p=0.028), sendo os individuos de Guadalupe 0s
maiores e 0s de Teresina e Timon os menores (Figura 8). O tamanho do centroide foi
fortemente correlacionado com o CRC (R?=0.881, p<0.001), o que significa que 88% da

variacdo no tamanho do centroide pode ser prevista pelo comprimento corporal. No entanto, a
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forma craniana foi apenas moderadamente correlacionada tanto com o CRC (R?=0.106,
p=0.0009) quanto com o tamanho do centroide (R?=0.113, p<0.0005). Os machos e as fémeas
se sobrepdem na forma do cranio, embora os machos tendam a ser maiores e, portanto,
tenham cranios mais longos e mais estreitos (Figura 9). As alteracdes na forma, relacionadas
ao tamanho, impactam principalmente as regies anterior e medial do cranio. Conforme os
cranios se alongam em comprimento, observa-se um estreitamento lateromedial nessas
regides. Nos machos, a parte anterior do focinho tende a se prolongar, enquanto nas fémeas
essa regido, especialmente nos ossos da pré-maxila, maxila e nasal apresentam um
comprimento menor. Na vista lateral, o 0sso parietal parece mais plano ao observar o cranio
na menor extremidade dos eixos, no entanto, ao analisa-lo na maior extremidade dos eixos, a

parte média do cranio tende a estreitar em vista anterodorsal (Figura 9).

Figura 10 — Diagramas de caixa (box plots) apresentando a variagdo do comprimento rostro-cloacal

(CRC) entre as populagdes de Amphisbaena vermicularis. Os pontos representam individuos.
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Fonte: Elaborado por Christy A. Hipsley (2023).
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Figura 11 - Relacdo entre a forma do crénio e o tamanho do centroide. Os pontos coloridos
representam individuos de diferentes localidades, com as fémeas demonstradas em circulos e 0s
machos em tridngulos. As formas cranianas nos extremos de menor e maior tamanho sdo mostradas ao

longo do eixo x nas vistas dorsal (superior) e lateral esquerda (inferior).
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Mais da metade da variacdo total na forma do cranio foi explicada pelos quatro
primeiros eixos de componentes principais (PC), com PC1 explicando 22,8% e PC2 13,4%.
As fémeas de A. vermicularis tendem a se agrupar no centro do morfoespaco PC1-PC2,
enguanto os machos séo mais dispersos (Figura 10). As pontuac6es de PC1 dos espécimes ndo
foram correlacionadas com o tamanho do centroide (R?=0,10, p=0,112), enquanto as
pontuacdes de PC2 foram (R?=0,512, p<0,001). A variagio ao longo da PC1 mostra uma
transicdo de crénios mais largos para cranios mais estreitos, do lado negativo para o lado
positivo do eixo. As amostras com escores negativos tenderam a ter o focinho e a regido

occipital mais largos, bem como uma regido média do crénio mais alta na vista lateral,
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especialmente no osso parietal e no osso frontal. Por outro lado, as amostras com escores
positivos tenderam a ter um cranio mais estreito, especialmente nas regides do focinho e do
0sso parietal (Figura 10). A variacdo ao longo do eixo PC2 mostra uma transicdo de cranios
mais estreitos para cranios mais largos, do lado negativo para o lado positivo do eixo. As
amostras com escores negativos tendem a ter cranios longos e estreitos, enquanto as amostras
com escores positivos tendem a ter cranios mais curtos e mais largos, especialmente nas

regides do focinho como um todo também na regido occipital (Figura 10).

Figura 12 — Graéfico de dispersdo do primeiro par de componentes principais (PC1 vs. PC2), ilustrando
a variacdo morfoldgica no cranio de Amphisbaena vermicularis. Os pontos coloridos representam
individuos de diferentes localidades, com as fémeas mostradas em circulos e 0s machos em tridngulos.
As formas cranianas nos extremos de cada eixo sdo mostradas por wireframes de marcos de referéncia
em vistas dorsal e lateral. Nos wireframes, as linhas cinzas refletem a forma média, enquanto as

variagdes ao longo do eixo séo destacadas em azul.
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Os espécimes da localidade de Guadalupe estdo agrupados principalmente no lado
positivo do PC1, com o Unico individuo de Guaribas situado mais positivamente ao longo do
PC1, porém mais negativamente no PC2. Os espécimes das outras cinco localidades estdo

principalmente no quadrante negativo tanto de PC1 quanto de PC2, com excecdo de um
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espécime macho de Altos situado no lado positivo de PC2. Esse macho esta distante no
morfoespaco da fémea da mesma localidade, mais proxima do macho (e Unico individuo da
amostra) de Teresina. As trés localidades restantes (Batalha, José de Freitas e Timon) formam
um agrupamento proximo ao centro inferior do morfoespaco craniano (Figura 10).

A ANOVA de Procrustes mostrou que o tamanho do centroide, usado como indicador
do tamanho do cranio, foi significativamente diferente entre os sexos (F=5,53; p=0,0272),
enquanto a forma do créanio ndo foi (F=1,17; p=0,1195). Por outro lado, o tamanho do
centroide ndo diferiu significativamente entre as popula¢des (F=2,12; p=0,0980), enquanto o
formato do cranio diferiu (F=1,46; p<0,0001). Os tamanhos das amostras dentro das
populagdes eram muito baixos para realizar comparacGes entre pares; portanto, testamos as
diferencas entre os individuos da populacdo de Guadalupe (n=18) e todos os outros (n=8). A
ANOVA de Procrustes revelou diferencas estatisticas no tamanho do centroide (F=10,19;

p=0,0039) e no formato do créanio (F=3,25; p<0,0001) entre esses agrupamentos.

3.4 DISCUSSAO

O estilo de vida fossorial das anfisbénias exige adaptacdes em toda a sua estrutura
corporal, incluindo especializagdes cranianas para escavacgdo do solo, influenciando o nicho
ecolégico da espécie (Gans, 1974a; Kearney, 2003; Navas et al., 2004). Apesar da estrutura
osteoldgica do cranio fornecer muitos dos tracos morfolégicos usados na classificacdo dos
Squamata (por exemplo, Conrad, 2008; Gauthier et al., 2012), ainda ha uma lacuna
consideravel de conhecimento sobre a variacdo intraespecifica nos cranios das anfisbénias, o
que limita nossa compreensdo de suas relacdes evolutivas e ecologia. Utilizando exames
tridimensionais de tomografia computadorizada, verificamos a varia¢do na forma do cranio de
Amphisbaena vermicularis, para identificar diferencas relacionadas ao dimorfismo sexual e a
variacdo associada as localidades de coleta.

Nossos resultados revelam que ndo ha evidéncias de dimorfismo sexual no cranio, pois
tanto os espécimes machos quanto as fémeas de Amphisbaena vermicularis aqui estudados
apresentaram sobreposicdo na forma, apesar da tendéncia dos machos em possuirem cranios
ligeiramente maiores e mais estreitos. Entretanto, foram observadas diferencas na forma do
créanio entre espécimes de localidades distintas, conforme indicado pela PCA e ANOVA de
Procrustes. Com base em nossos resultados, concluimos que a osteologia craniana de A.
vermicularis € altamente conservada, com a maioria das alteracdes ocorrendo nos segmentos

anterior e intermediario. A variacdo dentro da espécie mostrou uma correlagdo significativa
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com a localizacdo geogréfica, principalmente quando comparamos os individuos de
Guadalupe com os das outras seis localidades analisadas.

A configuracdo craniana € notavelmente uma das caracteristicas mais dimorficas em
lagartos (Olsson et al., 2002), sendo que os machos geralmente apresentam cranios maiores,
associados a um maior sucesso na competicao entre individuos do mesmo sexo (Anderson &
Vitt, 1990; Vitt & Cooper, 1985). Nas anfisbénias, o segmento anterior do créanio, ou
segmento do focinho, destaca-se como a regido mais variavel devido ao seu papel crucial no
processo de escavacdo (Gans & Montero, 2008). No entanto, as evidéncias de dimorfismo
sexual em anfisbénias, conforme discutido por Hipsley et al. (2016), sdo diversas. As
observagdes mostram que 0s machos podem ser maiores do que as fémeas, as fémeas maiores
do que os machos ou 0s sexos podem apresentar tamanhos semelhantes, tanto no corpo quanto
no cranio. Um estudo anterior cita a auséncia de dimorfismo sexual no CRC em A.
vermicularis (Costa, 2018 [dados ndo publicados]), mas encontrou dimorfismo sexual em 16
medidas morfométricas na cabeca, com machos apresentando valores maiores, incluindo o
comprimento e a largura da cabeca A. vermicularis (Costa, 2018 [dados ndo publicados]).
Embora os espécimes em nosso estudo exibam sobreposi¢do na forma do cranio entre machos
e fémeas, foi observado que 0s machos possuiam um cranio mais estreito lateralmente e mais
comprido.

Enquanto o cranio mais comprido dos machos concorda com os dados disponiveis
sobre eles terem maior comprimento cefalico (Costa, 2018 [dados ndo publicados] [dados nédo
publicados]), o cranio mais estreito lateralmente, especialmente na regido do o0sso parietal,
pode indicar a presenca de maior massa muscular adutora da mandibula (Rieppel, 1979), o
que seria um indicio de diferencas no nicho alimentar dos dois sexos. Porém, isso deve ser
visto com cautela e sera necessario testar se 0s machos de A. vermicularis apresentam maior
massa muscular no segmento occipital do cranio. Por outro lado, o focinho mais estreito dos
machos pode ser atribuido a uma provavel maior eficiéncia da escavagdo do solo, uma vez
que a forca de penetracdo no solo diminuiu a medida em que o focinho se estreita e acumina
(Bergmann & Berry, 2021).

Em contraste com o dimorfismo sexual, encontramos diferengas significativas no
formato do crénio entre espécimes de diferentes localidades. Nossas observagdes, porém,
foram baseadas em amostras relativamente limitadas de individuos por localidade, exceto em
Guadalupe. Os espécimes dessa regido se agruparam principalmente no lado positivo do PC1,
juntamente com o Unico individuo de Guaribas. A variagdo nos tipos de solo entre essas

localidades pode contribuir para as diferencas nas formas cranianas, conforme discutido por
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Gans (1968, 1974), Hipsley et al. (2016), Kazi e Hipsley (2018) e outros. Com excecdo de
Guaribas, as localidades de ocorréncia dos espécimes analisados sdo caracterizadas por
argissolos (acrisols) (FAO et al., 2012), que se distinguem pela presenca de uma camada de
argila de baixa capacidade de retencdo de nutrientes (Gardi et al., 2014). A localidade mais ao
sul de Guaribas € caracterizada por latossolos (ferralsols), com altas concentracdes de 6xidos
metélicos, especialmente ferro e aluminio. Isso culmina em um solo abundantemente argiloso,
caracterizado por estruturas granulares. Como resultado, exibe uma textura mais densa em
comparacdo com os argissolos (FAO et al., 2012; Gardi et al., 2014; ISRIC, 2023; Santos et
al., 2018). Guadalupe, a localidade mais meridional da nossa amostra, esta na fronteira entre
esses dois tipos de solo (Figura 6).

Apesar dos exemplares amostrados procederem de localidades com dois tipos distintos
de solo (argissolos e latossolos), nessas areas a textura da camada mais superficial do solo
tende a ser média, variando entre franco arenosa (sandy loam) a franco argiloso arenosa
(sandy clay loam) (FAO et al., 2012). Contudo, é provavel que a razdo argila/areia difira entre
as localidades com predominancia de argissolo e latossolo. Essa e outras caracteristicas fisicas
do solo proximo a superficie influenciam na largura da cabeca e dos escudos pré-frontais e
frontais — associados com 0s segmentos anterior e intermediario do cranio — em algumas
Amphisbaenia, incluindo A. vermicularis (Fraga et al., 2022). Assim, nossos resultados
sugerem que em regides onde as camadas superiores do solo tém maior proporcao de argila,
hd uma tendéncia de A. vermicularis apresentar um cranio mais estreito, especialmente no
segmento anterior, potencialmente aumentando a pressdo exercida sobre o solo e facilitando a

escavacao.

3.5 CONCLUSAO

Apesar dos avangos recentes na taxonomia das anfisbénias, ainda ha uma lacuna
significativa nos estudos sobre a anatomia craniana desse grupo. O uso do CT-scan tornou as
analises dos cranios desses répteis mais acessiveis, pois eles sdo tipicamente pequenos e
dificeis de dissecar (por exemplo, Dal Vechio et al., 2016; Hawkins et al., 2022; Hipsley et
al., 2016; Hohl et al., 2023; Villa et al., 2019). Essas investigacbes podem fornecer
informacdes valiosas sobre a ecologia e a biologia desses animais. Aqui apresentamos a
primeira evidéncia de variacdo intraespecifica no formato do cranio em Amphisbaena
vermicularis, mostrando diferencas de tamanho e forma entre os sexos e as populacdes,

respectivamente. Embora nossas anélises sejam baseadas em um numero limitado de
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espécimes, nosso estudo demonstra o valor da abordagem de morfometria geométrica para
detectar diferencas intraespecificas sutis, especialmente em espécies com morfologia
conservada. A exploracdo da variacdo na estrutura craniana de outras anfisbénias enriquecera
ainda mais nossa compreensdo de suas obscuras ecologias fossoriais, contribuindo para nosso
conhecimento da diversidade morfolégica em Amphisbaenia e fortalecendo as hipdteses
funcionais e filogenéticas do grupo (Hawkins et al., 2022; Hipsley et al., 2016; Hohl et al.,
2023).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo morfoldgico, exploramos a anatomia craniana de Amphisbaena
arda e Amphisbaena vermicularis. Apesar de ilustragdes anteriores do cranio de A.
vermicularis ja existirem (Dal Vechio et al., 2016; Gans & Montero, 2008), ndao houve uma
descricdo minuciosa da osteologia dessa espécie. Em contrapartida, este estudo apresenta a
primeira descricdo minuciosa do crénio de A. arda. Ademais, é a primeira vez que a
morfometria geométrica em trés dimensdes € empregada para analisar o dimorfismo sexual no
crénio de A. vermicularis.

Adicionalmente, nosso estudo revelou algumas diferencas entre as descrigdes das
espécies, além de variacdo intraespecifica dentro de A. vermicularis, com alguns espécimes
exibindo 0ssos cuja morfologia diferia de seus similares, mas ndo de A. arda. E plausivel que
0 tamanho dos espécimes e as particularidades do solo possam influenciar as diferencas
observadas entre A. arda e A. vermicularis. Isso se deve ao fato de o Unico exemplar de A.
arda na nossa amostra ser 0 maior, além das variac6es no tipo de solo entre os locais de coleta
das duas espécies. No entanto, a variacdo intraespecifica notada em A. vermicularis nédo
parece estar ligada as caracteristicas do solo, uma vez que todos os espécimes provém da
mesma localidade.

Ademais, constatamos que a osteologia craniana de Amphisbaena vermicularis é
bastante conservada. Nossos resultados indicam a auséncia de evidéncias de dimorfismo
sexual no cranio, ja que tanto os machos quanto as fémeas de A. vermicularis estudados aqui
demonstraram uma sobreposicdo na forma, apesar da inclinacdo dos machos em terem cranios
um pouco maiores e mais estreitos. No entanto, observamos variagdes na forma dos cranios
entre as diferentes populacdes. Essas variacbes podem estar associadas a dieta, ao tipo de solo
e eficiéncia na escavacao do solo.

A conducéo de estudos morfoldgicos adicionais, unindo a osteologia craniana a anélise
mioldgica, pode contribuir para elucidar em que medida a morfologia craniana de
Amphisbaena arda se relaciona com a variagao intraespecifica observada em Amphisbaena
vermicularis. Além de mais estudos envolvendo mais espécimes de diferentes localidades em
A. vermicularis. Estudos envolvendo tomografia computadorizada, tem se tornados mais
rapidos e acessiveis para o preenchimento de lacunas quanto a ecologia, biologia e taxonomia
das anfishénias. Mesmo com esses avancos recentes na taxonomia das anfisbénias, a anatomia
craniana desse grupo permanece pouco explorada. A investigacdo detalhada da anatomia

craniana é crucial para identificar homologias e aprofundar a compreensdo da histéria
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evolutiva desse conjunto, ja que a evolugdo das formas de cabeca em Amphisbaenia revela-se
mais complexa do que se supunha anteriormente. Os resultados aqui apresentados contribuem
para suprir a escassez de informac6es morfologicas das espécies aqui estudadas, A. arda e A.

vermicularis.
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