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RESUMEN

La biologia reproductiva es uno de los componentes principales de la historia de vida de un organismo y es
un elemento central a la hora de elaborar planes de manejo y conservacién de especies. Las serpientes,
como animales poecilotermos, dependen fuertemente de factores abidticos, los que en combinacién con
aspectos filogenéticos, generan una gran diversidad de estrategias reproductivas. A pesar de la riqueza de
especies que contiene, en la regién Neotropical son escasos los estudios sobre reproduccidn de serpientes.
En este trabajo se estudiaron los aspectos reproductivos y patrones de actividad anual de Phalotris
lemniscatus, una especie de la familia Colubridae que ocurre potencialmente en todo el territorio
uruguayo. Se tomaron medidas de variables morfométricas y meristicas de 63 ejemplares provenientes de
las colecciones cientificas de la Facultad de Ciencias (ZVC-R) y 14 del Museo Nacional de Historia Natural
(MNHN). Se analizé el dimorfismo sexual para ambos conjuntos de variables tanto a través de analisis
multivariados como univariados. Un Analisis de Componentes Principales (ACP) y Analisis Discriminante
(DA) fueron empleados para visualizar mejor la variacién de los datos y determinar qué variables permiten
discriminar mejor entre sexos, respectivamente. Utilizando el test no paramétrico U de Mann-Whitney se
buscé identificar las variables sexualmente dimérficas. Se consideraron adultos los machos con ductos
deferentes enrollados y hembras con oviductos plegados, foliculos notoriamente agrandados y/o huevos.
Se analizaron adultos y juveniles por separado. Se registré dimorfismo sexual para ambos conjuntos de
variables (PERMANOVA). Los dos primeros componentes del ACP (CP) explicaron el 96% y 97,6% de la
varianza de variables morfométricas en adultos y juveniles y correlacionaron con el largo de la cola (LC*) y
largo de la cabeza (LCa*), respectivamente. Por su parte, los dos primeros componentes explicaron un
93,3% de la varianza de las variables meristicas, correlacionando con el nimero de gastrostegos (G) y
urostegos (Ur); y con urostegos, ancho maximo del collar nucal (AACMx) y ancho minimo del collar nucal
(AACMN), respectivamente. El porcentaje de correcta clasificacion en adultos y juveniles fue de 81,8% vy
92% para variables morfométricas, mientras que para las para las meristicas fue de 100%. Las hembras
adultas (n = 21) fueron mas grandes que los machos adultos (LHC: U = 41,5; p < 0,05); estos ultimos
presentaron mayor tamafio de la cola (LC*: U = 68; p < 0,05). Las hembras (n = 33) tuvieron mas escamas
ventrales (G: U = 16,5; p < 0,05) y menos subcaudales (Ur: U = 5,5; p < 0,05) que los machos (n = 38). Los
juveniles mantuvieron la tendencia para LC* (U = 6; p < 0,05), y en LHC no hubo diferencias (U = 53, p =
0,18). Los mayores tamafios foliculares se observaron en noviembre y diciembre, mientras que no se
constataron diferencias significativas en el volumen testicular a lo largo del afio. No fue posible establecer
con exactitud los tamafios ni la edad a las que se alcanza la madurez sexual, pero si se observd que los
machos la alcanzaron con menor LHC que las hembras y esta diferencia se mantiene en los adultos,
respondiendo a dos estrategias distintas de maximizar el esfuerzo reproductivo; la diferencia en G es
consistente con la diferencia en LHC. S| bien los resultados no son concluyentes en cuanto al comienzo y
duracidn de la vitelogénesis, sugieren un periodo de ovulacién en noviembre y diciembre, de oviposicion
entre diciembre y enero, y de nacimientos entre enero y marzo, cuando los registros son mas numerosos.
El ciclo reproductivo seria estacional, estando determinado por la actividad reproductiva de la hembra,
restringida a los meses cdlidos, y con los machos presentando produccién de esperma continua.



INTRODUCCION

La biologia reproductiva es uno de los componentes principales de la historia de vida de un organismo
(Shine, 2003; Begon et al., 2006). Su estudio resulta clave en trabajos sobre historia natural de las especies,
gue constituyen la base para el conocimiento de la biodiversidad y en la conformacion de programas de
conservacién y educacién (Shine & Bonnet, 2009; Weatherhead & Madsen, 2009). La extension de los ciclos
reproductivos, el esfuerzo reproductivo y el dimorfismo sexual son algunos de los aspectos reproductivos
mas estudiados en las serpientes (Seigel & Ford, 1987; Vitt & Caldwell, 2014). Histéricamente, la mayoria de
los estudios de biologia reproductiva se han realizado en especies australianas y del hemisferio norte (ej.:
Shine, 1989a; Feriche & Pleguezuelos, 1999; Aldridge et al., 2009), a pesar de la gran diversidad de especies
que la region Neotropical presenta (Pizzatto, 2005; Uetz, 2015). Si bien en afios recientes se han visto
incrementados los estudios en serpientes neotropicales (ej.: Lopez et al., 2009; Pinto et al., 2010; Quintela
et al., 2017), hacen falta mayores esfuerzos para comprender mejor los patrones reproductivos y sus

determinantes (Pizzatto & Marques, 2002).

Las serpientes son animales poecilotermos, por lo que su actividad depende fuertemente de factores
abidticos, los que en combinacion con aspectos filogenéticos, generan una gran diversidad de estrategias
reproductivas (Vitt & Vangilder, 1983; Seigel & Fitch, 1985; Barron & Andraso, 2001), que pueden variar
dentro de la misma especie en areas relativamente préximas (Shine, 2003; Pizzatto & Marques, 2006). De
esta manera, segun Saint-Girons (1982), los ciclos reproductivos pueden ser continuos (con produccion de
gametos continua y cépulas a lo largo del afio), o estacionales (con gametos producidos en una época
determinada del afio). Adicionalmente, puede darse que la produccién de gametos coincida con el
apareamiento en lo que se denomina ciclo asociado, o bien que no coincida, en cuyo caso el ciclo se dice

gue es disociado (Crews, 1984; Shine, 2003; Siegel et al., 2009).

En zonas tropicales la temperatura suele ser elevada y tiene poca variacién anual, lo que promueve la
actividad sostenida de las especies y sus potenciales presas (Maciel et al., 2003). Esto favorece la presencia
de especies con ciclos continuos. Sin embargo, otros aspectos como el establecimiento de una temporada
seca y una lluviosa pueden incidir sobre la actividad y disponibilidad de alimento, restringiendo algunas
especies a un ciclo estacional (Saint-Girons, 1982). Por su parte, en zonas templadas, el clima se caracteriza
por fluctuaciones anuales de la temperatura y la pluviosidad, lo que limita la actividad de las serpientes a
los meses mas calidos (Maciel et al., 2003). Por consiguiente, a latitudes medias los ciclos reproductivos

suelen ser estacionales (Fitch, 1982).

La frecuencia y modo reproductivo, el tamafio corporal al alcanzar la madurez sexual, el tamafio de la
puesta o camada y el tamafio corporal de los neonatos, estan relacionados con el esfuerzo reproductivo de
una especie (Pough et al., 2004; Shine & Bonnet, 2009). A su vez, ambos sexos adoptan diferentes

estrategias reproductivas de acuerdo a los costos que afrontan. Estas estdn ligadas al dimorfismo sexual,



muy comun entre las serpientes, que puede ser observado en rasgos morfoldgicos (ej.: tamano y forma de

la cabeza), comportamentales (patrones de actividad) y alimentarios (King, 1989; Shine, 1989b; 1990).

En hembras, la fecundidad (tamafio de la puesta o camada y/o de las crias) suele estar correlacionada
positivamente con el tamafio corporal (Vitt & Caldwell, 2014) y suele ser inversamente proporcional al
tamafio de los huevos (Panzera & Maneyro, 2013). Esto se ha evidenciado bajo condiciones adversas (ej.:
escasez de alimento, abundancia de predadores) donde se da un compromiso de estos rasgos (Ford &
Seigel, 1989b). Debido a esto, las hembras priorizan la inversidon energética en el crecimiento y postergan la
reproduccidon (o maduracidon sexual) (Begon et al., 2006; Shine, 1978b), con el fin de asegurar la
reproduccion futura optimizando el éxito reproductivo (Bonnet et al., 2001; Lourdais et al., 2003).
Generalmente, en especies cuyas hembras son de pequefio a mediano porte, la reproduccién se da
anualmente, mientras que en las que poseen hembras de mayor tamano (o en latitudes altas) es frecuente
la bianualidad o incluso la trianualidad, como es el caso de muchos vipéridos (Blem, 1982; Shine & Bonnet,

2009).

Por su parte, los machos, que no afrontan los mismos costos que las hembras (ver Olsson et al., 1997),
destinan su energia a un rapido desarrollo gonadal, lo que implica llegar a la madurez sexual a un tamafio
menor que las hembras conspecificas (Shine & Bonnet, 2009; Begon et al., 2006; Bonfiglio, 2007). Esto les
confiere mas movilidad a menor costo metabdlico, lo que resulta ventajoso en la busqueda de hembras
durante el periodo de apareamiento (Shine, 1988; Rivas & Burghardt 2001), aunque implica mayor
exposicidn a los predadores (Bonnet et al., 1999). Puede darse que la espermatogénesis sea continua o que
esté limitada a algunos meses del afio (Seigel & Ford, 1987). A su vez, puede estar desfasada con la cépula
(en cuyo caso el esperma es almacenado por el macho en la red testicular eferente y ductos deferentes) o
con la vitelogénesis (donde la hembra es quien almacena el esperma en la espermateca para su eventual
utilizacién) (Saint-Girons, 1982; Shine & Bonnet, 2009). Si bien este desfasaje es tipico de zonas frias, donde
la estacionalidad es maxima y las especies disponen de escaso tiempo para la actividad reproductiva

(Nilson, 1980; 1981), es muy frecuente en climas templados (Bull et al., 1997).

Phalotris lemniscatus (Duméril, Bibron & Duméril, 1854) es una especie de colubrido de habitos fosoriales o
semifosoriales y reproduccion ovipara (Carreira et al., 2005). Entre otros de sus caracteres, compartidos
con otras especies de la tribu Elapomorphini segin Ferrarezzi (1993b) (sistematica detallada en Anexo ),
se destacan sus habitos reptiléfagos y ponzofia de gran toxicidad para el hombre (Valls-Moraes & Lema,
1997; Carreira, 2002; Lema, 2011). Se distribuye desde las provincias de Corrientes y Entre Rios en
Argentina, pasando por Uruguay y Rio Grande do Sul (Golay et al., 1993; Giraudo & Scrocchi, 2002), hasta la
costa atlantica de Santa Catarina (Esteves, 2011). En Uruguay, si bien aun no hay registros en algunos

departamentos (Figura 1), la especie se encuentra probablemente en todo el territorio ocupando praderas



abiertas con pedregales o zonas de arenales, zonas suburbanas e incluso ambientes urbanizados (Achaval &

Olmos, 2007; Carreira & Maneyro, 2013).
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Figura 1. Phalotris lemniscatus. A) Detalle de un ejemplar. Foto: Gustavo Casas. B) Registros en base
a los ejemplares de la Coleccidén de Zoologia de Vertebrados de la Facultad de Ciencias (ZVC-R) y del
Museo Nacional de Historia Natural (MNHN). Mapa realizado en Simplemappr (Shorthouse, 2010).



Las especies fosoriales alin permanecen pobremente estudiadas (Balestrin & Di-Bernardo, 2005; Braz et al.,
2014). La mayoria de los estudios en elapomorfinos se han concentrado en aspectos taxonémicos, siendo
Elapomorphus quinquelineatus, Apostolepis dimidiata, Phalotris lativittatus y P. mertensi las Unicas especies
cuya biologia reproductiva ha sido estudiada (Travaglia-Cardoso et al., 2001; Herédias-Ribas & Sawaya,
2005; Braz et al., 2014; Braz et al., 2015). Se sabe relativamente poco de la biologia de P. lemniscatus, ya
que sélo hay observaciones puntuales acerca de su alimentacién (Carreira, 2002) y su biologia reproductiva

(Vaz-Ferreira et al., 1970; Lema, 1985).

OBIJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es contribuir al conocimiento de la biologia reproductiva de Phalotris

lemniscatus (Serpentes, Colubridae) de Uruguay.

Los objetivos especificos son: 1) estudiar la posible existencia de dimorfismo sexual y sus caracteristicas; 2)
estimar aspectos del esfuerzo reproductivo, tales como tamafio de la puesta, frecuencia reproductiva y
tamafio al alcanzar la madurez sexual; 3) caracterizar las etapas del ciclo reproductivo de la especie,

evaluando sus determinantes.
HIPOTESIS

1) En P. lemniscatus existe dimorfismo sexual.

Las hembras tendran mayor tamafio corporal que los machos. En especies de habitos fosoriales la cola
tiende a ser proporcionalmente mas corta que en otras especies (King, 1989). De esta manera, segun King
(1989), el dimorfismo en el largo proporcional de la cola estard sesgado a los machos (King, 1989). En
consecuencia, se espera que la diferencia en el tamafio corporal traiga aparejadas diferencias intersexuales

de forma corporal y lepidosis.

2) Considerando que las serpientes son animales poecilotermos, el patrén de actividad reproductiva de Ia

especie estard directamente influenciado por la temperatura.

Debido a la estacionalidad de la temperatura en Uruguay, se espera que la actividad reproductiva esté
restringida a los meses calidos. Los registros de adultos seran proporcionalmente mas frecuentes en esta
época y bajaran en los meses frios, conforme al periodo de hibernacién. Complementariamente, los

registros de neonatos deberian ser altos hacia el fin del verano.



MATERIALES Y METODOS

Se examind un total de 77 ejemplares de P. lemniscatus, 63 de ellos depositados en la Coleccion de Reptiles
de la Seccidén Zoologia Vertebrados de la Facultad de Ciencias (ZVC-R) y 14 en la Coleccion del Museo
Nacional de Historia Natural de Montevideo (MNHN). De esta Ultima se obtuvo autorizacidon para
diseccionar diez ejemplares. Los especimenes utilizados en este trabajo representan la totalidad de los

depositados en ZVC-Ry 78% de MNHN, con fechas de colecta entre 1890 y 2017.

A cada ejemplar se le midid el largo hocico-cloaca (LHC) y largo de la cola (LC), entendidos como la longitud
desde la punta del hocico hasta la parte posterior de la escama anal y la longitud desde ésta hasta la punta
de la cola, respectivamente. Ambas se midieron con regla milimetrada de precisién 1 mm. Con un calibre
digital (precisién 0,01 mm) y una lupa binocular se tomaron medidas del largo de la cabeza (LCa: desde la
punta del hocico hasta el proceso retro-articular de la mandibula (segiin Moura et al., 2013), ancho maximo
de la cabeza (ACa), distancia internasal (DI), didmetro de la érbita (DO) y distancia entre la drbita y la narina
(DO-N). Por otro lado, se realizaron conteos de escamas ventrales o gastrostegos (G) y escamas
subcaudales o urostegos (Ur), asi como de los anchos maximo y minimo del collar nucal (ACNMx y ACNMn),
anchos maximo y minimo del anillo caudal (AACMx y AACMn) y ancho de las lineas longitudinales (ALI, ALM

y ALD), conformando asi un grupo de variables meristicas (Figura 6 en Anexo |).

Para las disecciones anatdmicas se procedié a realizar una incision medio-ventral y a estaquear los
ejemplares a una base fija. Luego de identificar el sexo, se determind la posicidn y extensién de las génadas
utilizando como medida el porcentaje de gastrostegos, de acuerdo con Meneghel (1997), debido a que
éstos tienen una posicidn constante con respecto a los érganos internos; su nimero es variable dentro de

una especie (Meneghel, 1997). Esta informacion se detalla en el Anexo Il

En hembras, se contaron y midieron con calibre digital todos los foliculos visibles a simple vista,
especificando en qué estructura reproductiva se encontraban (ovario u oviducto, derecho o izquierdo).

Cuando esto no fue posible, se utilizé la regla de la lente ocular de la lupa.

En machos, se tomaron medidas del largo y ancho de ambos testiculos para calcular el volumen testicular,

utilizado en posteriores analisis, segun la formula del elipsoide (Dunham, 1983):
V=4/3.Il.(largo/2).(ancho/2)2

En ambos sexos, el estado reproductivo de los especimenes fue estimado utilizando la condicidn de los
tractos reproductivos como indicador. En hembras, la ovulacidon ocasiona un plegamiento longitudinal de
los oviductos (Almeida-Santos et al., 2014). En consecuencia, hembras con oviductos marcadamente
plegados, o bien, huevos en oviductos o foliculos vitelogénicos secundarios, fueron consideradas maduras

(Shine, 1977b). Asimismo, en machos, el pasaje de esperma por los ductos deferentes induce el



enrollamiento y a menudo el opacamiento de los mismos (Shine, 1977a), por lo que estas observaciones

fueron consideradas como indicadores de madurez sexual (Shine, 1977a; 1989a).
Dimorfismo sexual

Se realizaron regresiones lineales para comprobar la existencia de isometria o alometria entre LHC (como
medida de tamafio) y las demas variables morfométricas. Las pendientes fueron en todos los casos
diferentes a 1, por lo que se evidencid alometria. Para quitar el efecto del tamafo a las variables, se utilizd
la transformacién Z = X; (LHC / LHC;)b, donde Z es la variable X transformada ya sin el efecto del tamafio
(LHC), Xison los valores de la variable afectada por el tamafio que corresponden a los valores de LHC;, LHC
es el promedio del tamafio y b es la pendiente de la regresion lineal de log X vs log LHC (Lleonart et al.,
2000). Esto se realizé para adultos y juveniles por separado y las variables transformadas se anotaron como

ux*»

En cuanto a las variables meristicas, ya que la lepidosis es constante a lo largo de la vida de cada individuo,

no se hizo distincién entre adultos y juveniles, ni se estandarizaron los datos.

Para analizar el dimorfismo sexual, los andlisis de las variables morfométricas transformadas se hicieron
separadamente de los de las meristicas. Un Analisis Multivariado de Varianza (MANOVA) fue empleado
para comprobar diferencias entre los sexos. Este andlisis permite evidenciar, para el conjunto de variables
de interés, si existen diferencias significativas entre los grupos (Keselman et al., 1998). Se realizdé un Analisis
de Componentes Principales (ACP) a partir de una matriz de varianza-covarianza, con el objetivo de
visualizar mejor la variacion de los datos (Manly & Navarro-Alberto, 2017). Adicionalmente, se llevé a cabo
un Analisis Discriminante (DA) para determinar cudles variables permiten discriminar mejor entre sexos, asi
como para evaluar el porcentaje de correcta clasificaciéon en los grupos. Dichos andlisis se realizaron para
adultos y juveniles por separado para variables morfométricas y en conjunto para meristicas. Se evalué el
supuesto de normalidad multivariada a través de los tests de Mardia y Omnibus, considerados adecuados

debido a su robustez frente a otros tests (Mardia, 1970; Doornik & Hansen, 2008; Cerron, 2016).

Para cada variable morfométrica transformada y meristica, se llevaron a cabo tests U de Mann-Whitney
(muchas variables no cumplieron los supuestos para la aplicacidon de tests paramétricos), con el fin de
identificar cudles son significativamente dimorficas. Se analizaron los supuestos de normalidad de Ila
distribucién de los datos y homogeneidad de varianza de todas las variables mediante las pruebas de

Shapiro-Wilks y Levene, respectivamente. El indice de Dimorfismo Sexual (SSD) fue calculado como:

LHC adultos sexo mayor . .
[_ 4 ] — 1 y fue expresado como positivo si las hembras fueron el sexo de mayor LHC y
LHC adultos sexo menor

como negativo en el caso contrario, seglin Shine (1994).



Madurez sexual, patron de actividad y ciclo reproductivo

Hembras. Los foliculos secundarios son aquellos que seran ovulados en la siguiente temporada
reproductiva, por lo que sélo estan presentes en hembras maduras, mientras que los primarios estan
presentes en todo el rango de tamafios (Panzera, 2011). Debido al crecimiento abrupto de los foliculos en
la vitelogénesis secundaria, el tamafio a partir del cual los foliculos se vuelven secundarios puede ser
estimado por medio de un grafico de dispersiéon (Almeida-Santos et al., 2014). Asi, se correlaciond el
tamafio del mayor foliculo de cada hembra con su LHC, como complemento de la determinacion del
tamafio en el cual se alcanza la madurez sexual. Se graficé el tamafio del mayor foliculo con la estacién de
colecta (o muerte si correspondiese) de cada hembra para visualizar la distribucion de los tamafios a lo
largo del afo, lo que permite hacer inferencias sobre comienzo, duracién y fin de ciertos procesos

(vitelogénesis secundaria, ovulacién, etc.).

Machos. Se compararon los voliumenes testiculares entre adultos y juveniles. Los mismos fueron

logaritmizados para eliminar el efecto del tamafio.

El volumen testicular se puede utilizar como indicador de actividad espermatica y permite la descripcidn del
ciclo testicular (Bull et al., 1997; Shine et al., 1999). Para evaluar la variacion en el volumen testicular a lo
largo del afio, se utilizaron los tests no paramétricos de Kruskal-Wallis y Post Hoc de Dunn (Dunn, 1964),
utilizando las estaciones y los residuos de la regresion entre el Log del volumen testicular y LHC como

variables.

A los efectos de evaluar la estacionalidad del ciclo reproductivo, se analizaron los patrones de actividad
anuales de machos, hembras y juveniles, en conjunto con los resultados de la variacion del volumen

testicular y de la distribucién de tamafios foliculares en el afo.

Fueron excluidos de cada analisis, aquellos ejemplares cuyo estado no permitiera la correcta medicién de
las variables pertinentes. El nivel de significancia (a) fue establecido en 0,05. Todos los andlisis fueron

realizados mediante el software libre PAST versién 3.16 (Hammer et al., 2001).

RESULTADOS

Dimorfismo sexual

El MANOVA arrojé diferencias significativas entre ambos sexos, tanto en adultos (F = 4,85; p < 0,001) como
en juveniles (F = 6,26; p < 0,01). Dado que las variables meristicas no presentaron normalidad, se condujo
un Analisis Multivariado de Varianza no paramétrico (PERMANOVA), que también evidencid diferencias

entre sexos (F = 489,1; p = 0,0001).



Los ACP mostraron que, para las variables morfométricas transformadas, los primeros dos componentes
explican el 96% de la varianza en adultos y el 97,6% en juveniles (Figura 2). Sélo el CP1 explica un 91,1% y
90,8%, respectivamente. De los coeficientes de correlacidn, se desprende que el CP1 correlaciona
fuertemente con el largo de la cola (LC), mientras que el CP2 correlaciona con el largo de la cabeza (LCa) y
en menor medida con el ancho maximo de la cabeza (ACa); esto se da en adultos y juveniles (Figura 8 en
Anexo ). Con respecto a las variables meristicas, un 93,3% de la varianza quedé comprendida en los dos
primeros componentes, con CP1 explicando el 86,8% (Figura 3). Este Ultimo se correlacioné fuerte y
positivamente con el nimero de gastrostegos (G) y negativamente y en bastante menor proporcién con el
numero de urostegos (Ur). CP2, por su parte, esta relacionado en forma positiva principalmente a Ur y
secundariamente al ancho maximo del collar nucal (AACMXx), al ancho minimo del collar nucal (AACMn) y G

(Figura 8 en Anexo |).

A 2.09
= A\ Ccp Valor propio % Varianza
,// : 1 8,986 91,14
o~ 2 0,480 4,86
: 3 0,330 3,35
8 4 0,045 0,45
5 0,012 0,12
6 0,007 0,08
2.0+
Component 1
CP Valor propio % Varianza
1 5,663 90,77
- 2 0,425 6,82
: 3 0,120 1,92
£ 4 0,020 0,32
5 0,006 0,10
6 0,004 0,07
1.5+
2.0-

Component 1

Figura 2. Analisis de Componentes Principales (ACP) para variables morfométricas. A) Adultos: Representacion
grafica de los primeros dos componentes principales (CP1 y CP2) y tabla con los valores propios por
componente; B) Juveniles: Representacion grafica de los primeros dos componentes principales y tabla con los
valores propios por componente.



Ccp Valor propio % Varianza
1 68,258 86,78
2 5,118 6,51
r : 3 3,124 3,97
g 20 4 1,285 1,63
£ 5 0,547 0,70
N 6 0,171 0,22
7 0,101 0,13
8 0,054 0,07
9 0,002 0,00

Component 1

Figura 3. Andlisis de Componentes Principales (ACP) para variables meristicas. Representacién grafica de los
primeros dos componentes principales (CP1y CP2) y tabla con los valores propios por componente.

Para las variables morfométricas, el DA logrd clasificar de forma correcta el 81,8% de los adultos y 92% de
los juveniles. Se obtuvieron las siguientes funciones discriminantes: Daguros = 2,24LC* + 0,097LCa* +
0,033DO-N* + 0,022ACa* + 0,017DO* + 0,0038DI* // Djuenies = 1,29LC* + 0,050ACa* - 0,040LCa* +
0,025DI* + 0,022DO* - 0,0062D0O-N*; mostrando que la variable que mas aportdé fue LC* para ambos
grupos. Para las meristicas, por su parte, el porcentaje de clasificaciéon correcta fue de 100%, siendo G la
variable que mas contribuyd segun la funcién discriminante Dyeristicas = -2,27G + 0,93Ur + 0,17AACMn +

0,16AACMXx + 0,086ACNMn + 0,020ACNMx — 0,016ALM — 0,015ALI - 0,013ALD.

Las hembras presentaron mayor LHC que los machos (U = 41,5; z = -4,69; p < 0,0001). LC*, por su parte, fue
proporcionalmente mayor en machos que en hembras (U = 68; z = -4,06; p < 0,0001). La informacién de
estas variables se detalla en la Tabla 1. La hembra con indicios de madurez (pliegues en oviductos) mas
pequefia midid 219 mm de LHC; sin embargo, todas las hembras tuvieron los oviductos claramente
plegados a partir de 263 mm por lo que fueron consideradas adultas y se tomd éste como tamafo de
madurez sexual. Por otra parte, el macho adulto mas pequefio midié 211 mm de LHC. De estos datos se
desprende que los machos alcanzan la madurez sexual con menor tamafio que las hembras. El indice de

Dimorfismo (SSD) fue de 0,48.

No se observaron diferencias significativas entre sexos en las otras variables morfométricas (Tabla 4 en
Anexo ). En juveniles, solamente LC* registrd diferencias, siendo mayor en machos que en hembras (U = 6;

z=-3,89; p < 0,001) (Tablas en Anexo ). El ejemplar mas pequefio midié 128 mm de LHC.
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El nimero de gastrostegos (G) resulté mayor en las hembras, con sélo un 5% (n = 2) de solapamiento entre
sexos (U =16,5; z=-7,04; p < 0,0001). Los urostegos (Ur) también fueron un caracter dimérfico, con conteo

mayor en machos (U =5,5;z=-7,17; p < 0,0001). La informacién se encuentra detallada en la Tabla 1.

Adicionalmente, el ancho minimo del anillo caudal fue mayor en machos que en hembras (AACMn: U = 338;
z=-3,42; p < 0,001). En los primeros midié entre dos y nueve escamas en su minimo y entre cincoy 11 en
su maximo (AACMn: X = 6; SD =1,47; n =38 / AACMx: X = 7,5; SD = 1,65; n = 38); en hembras fue de dos a
ocho y de dos a 11, respectivamente (AACMn: X = 5; SD = 1,10; n =33 / AACMx: X =6,5; SD =2,09; n = 33).
El ancho minimo del collar nucal (ACNMn) también resulté mayor en machos que en hembras (U =379; z =

-2,98; p < 0,01). El resto de las variables no exhibié diferencias intersexuales (Tabla 3 en Anexo I).

Tabla 1. Variables morfométricas (mm) y meristicas (n2? escamas) dimérficas. LHC: Largo Hocico Cloaca; LC: Largo de
la Cola; G: Gastrostegos o escamas ventrales; Ur: Urostegos o escamas subcaudales; ACNMn: Ancho del Collar Nucal
Minimo; AACMx: Ancho del Anillo Caudal Maximo; AACMn: Ancho del Anillo Caudal Minimo.

Adultos Juveniles

Variable Machos (N = 23) Hembras (N = 21) Machos (N = 13) Hembras (N =12)
Morfométrica X +SD Rango X +SD Rango X +SD Rango X £SD Rango
LHC 259,3 £35,2 211-346 384,9+97,2 263-562 164,6 + 23,0 128-196 190,8 +43,0 133-239
LC 28 +3,49 21-36 30,5+7,2 22-49 16,92 +2,43 13-22 15,08 + 3,58 11-20

Machos (N = 38) Hembras (N = 33)
Meristica X +SD Rango X +SD Rango
G 193 +4,27 184 -204 206,5+3,73 200 - 216
Ur 28/28 +1,49 24/24 -31/31 22/22 41,49 19/19 - 25/24
ACNMn 0,97 £0,75 0-2 0,45+ 0,58 0-2
AACMn 6,10+ 1,47 2-9 5,06 +1,03 3-8

Madurez sexual, patrén de actividad y ciclo reproductivo

Hembras. Se analizd un total de 33 hembras, 21 adultas (18 con fecha de colecta) y 12 juveniles (11 con
fecha de colecta). Se evidencié que las hembras adultas tienen gdnadas significativamente mdas grandes
que las juveniles (Ugp = 22,5; z6p = -3,86; psp < 0,001 / Ug = 35,5; zg = -3,38; pg < 0,001) (Ver Anexo ll). Se
observaron foliculos vitelogénicos menores a 3 mm en todo el rango de tamafios (Figura 9 en Anexo I) y la
hembra madura mas pequefia (MNHN 6224: 263 mm) tuvo un tamafio folicular maximo de 3,78 mm, por lo
gue quiza podria tomarse esta medida como referencia para determinar el comienzo de la vitelogénesis

secundaria. Sin embargo, en el grafico mencionado no se nota un aumento marcado del tamafio de los
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foliculos para valores de LHC cercanos al tamafio de madurez propuesto (263 mm), por lo que no es clara la
transicidn entre vitelogénesis primaria y secundaria. Debido a esto, no fue posible obtener informacion con

respecto al esfuerzo reproductivo en relacidn al largo hocico-cloaca.

A
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= Juveniles
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B
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W Hembras
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Verano Otoio Invierno Primavera
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Figura 4. Frecuencia de individuos a lo largo del afio. A) Frecuencia mensual medida en n° de registros. B)
Frecuencia estacional. Se indica en el eje de las ordenadas el porcentaje de representacion de cada grupo
y en cada barra el numero de registros. Verano: enero, febrero y marzo; Otofio: abril, mayo y junio;

Invierno: julio, agosto y setiembre; Primavera: octubre, noviembre y diciembre.
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Para las hembras adultas, los registros se distribuyeron entre agosto y marzo en una proporcion
relativamente similar entre las estaciones, aunque algo mayor en verano y menor en primavera (35% en
invierno, 24% en primavera y 33% en verano). Ninguna fue registrada en otofio. Asimismo, del total de

hembras, 33% fue registrado hacia el fin del invierno, 39% en verano y 28% en primavera (Figura 4).

Las hembras de mayor tamafio se registraron entre noviembre y febrero (Figura 5). Los mayores tamafios
foliculares se concentraron en primavera y verano (Figura 9 en Anexo I). Una hembra colectada en
diciembre (ZVC-R 3914: 460 mm) contenia dos huevos en el oviducto derecho y seis en el izquierdo. Dos
hembras, una colectada a principios de noviembre y otra sin fecha de colecta (ZVC-R 6696: 479 mm; ZVC-R
1623: 535 mm), presentaron foliculos muy agrandados (X = 14,8 mm; n =9 / X = 11,1 mm; n = 8)
dispuestos en fila en nimero de cuatro por ovario, entre los cuales habia numerosos foliculos mas
pequefios (€ 6 mm). Otra hembra sin fecha de colecta (325 mm) contenia un solo huevo de gran tamanio
(35,07 x 6,97 mm) alojado en el oviducto izquierdo, ademas de foliculos menores en los ovarios (< 4 mm).
Adicionalmente, una hembra colectada en el mes de enero presentaba los oviductos realmente estirados y

algunos foliculos ovaricos (< 5 mm).

Machos. En 35 individuos analizados (22 adultos y 13 juveniles) se observd que los adultos tienen génadas
significativamente mas grandes que los juveniles (U = 0; z = -4,86; p < 0,0001) y que las derechas son
anteriores con respecto a las izquierdas para ambos grupos. Los analisis no arrojaron diferencias entre el
volumen testicular izquierdo y derecho ni en adultos ni en juveniles (U, = 229; z, = -0,29; p, = 0,77 / U; =77,
z; = -0,36; p; = 0,72) (ver Anexo Il). Segun los tests de Kruskal-Wallis y Post Hoc de Dunn, el volumen

testicular no varié a lo largo del afio en adultos ni en juveniles (Tabla 2).

Tabla 2. Variacion del volumen testicular a lo largo del afio. Resultados de los tests de Kruskal-Wallis y Post Hoc de
Dunn para la comparacién de los residuos de la regresion entre el Log del volumen testicular y Largo Hocico-Cloaca,
entre las cuatro estaciones. TEST. IZQ.: Testiculo izquierdo; TEST. DER.: Testiculo derecho; V: Verano (enero, febrero y
marzo); O: Otofio (abril, mayo y junio); I: Invierno (julio, agosto y setiembre); P: Primavera (octubre, noviembre y
diciembre). Nivel de significancia (a) = 0,05.

Post Hoc de Dunn

Kruskall-Wallis V-0 V-1 V-P o-I o-°P I-P

TEST. 1ZQ. Adultos H=1,04 z=0,80 z=0,91 z=0,60 z=0,12 z2=0,44 z2=0,46
p=0,79 p=0,42 p=0,36 p=0,55 p=0,90 p=0,66 p=0,65

Juveniles H=0,88 z=0 z=0,47 z=0,61 z=0,42 z2=0,56 z=0,94

p=0,83 p=1 p=0,64 p=0,54 p=0,67 p=0,27 p =0,35

TEST. DER. Adultos H=2,05 z=1,33 z=0,99 z=0,68 z2=0,63 z2=0,97 z=0,47
p=0,56 p=0,18 p=0,32 p=0,50 p=0,53 p=0,33 p=0,64

Juveniles H=2,2 z=1,01 z=0,047 z=1,14 z=0,94 z2=0,23 z=1,08

p=0,53 p=0,31 p=0,96 p=0,26 p=0,34 p=0,81 p=0,28
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En cuanto a los machos adultos, se trabajé con 23, que son los que contaban con fecha de colecta. Si bien
estuvieron presentes a lo largo del afio (excepto junio), estuvieron mas representados en primavera (52,4%
de las colectas), especialmente en el mes de octubre con siete registros. En invierno, verano y otofo el
porcentaje de colectas fue de 35%, 19% y 28,6% respectivamente. Por su parte, del total de machos
colectados, 47,8% fue en primavera, 26,1% en invierno, 17,4% en verano y 8,7% en otofo (Figura 4). Cabe

destacar que los ejemplares colectados en julio fueron hallados bajo piedra, probablemente aletargados.
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Figura 5. Distribucion de los tamafios de los ejemplares colectados segun los meses del afo. LHC es el
largo hocico-cloaca medido en milimetros. El color verde representa a los juveniles, el azul a los machos
adultos y el rojo a las hembras adultas.

Todos los machos mayores a 211 mm presentaron los ductos deferentes enrollados, por lo que se
consideraron maduros. El macho maduro mas pequefio (ZVC-R 6390) resulté particularmente problematico
para determinar su estado de madurez y sdlo se logro al estirar los ductos bajo lupa binocular. No se pudo
determinar el estado reproductivo de un ejemplar menor (ZVC-R 377: 206 mm) por encontrarse las
gonadas y tractos reproductivos dafiados. Sucedié algo similar con otro espécimen (ZVC-R 4170: 276 mm),

pero si bien las génadas estaban desprendidas y fuera de lugar, los ductos deferentes estaban intactos.
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Juveniles. Hay registros de juveniles en todos los meses del afio. De los 31 ejemplares (nimero total de la

muestra), seis no fueron incluidos por no tener fecha de colecta.

Un 60% fue colectado en verano y otofio y representa un 55,5% de todos los individuos de la especie
colectados en estas estaciones. El restante 40% se dividié equitativamente entre invierno y primavera y

representa un 26,3% de todos los individuos en esas estaciones (Figura 4).

El juvenil mas pequefio midid 128 mm de LHC (ZVC-R 2882) y resulté ser un macho; el mas grande fue una
hembra de 239 mm (ZVC-R 696). Dos ejemplares (ZVC-R 4544: 164 mm; ZVC-R 4545: 145 mm), macho y
hembra, fueron capturados muertos juntos en la Ruta 9 entre las dos entradas de la ciudad de Castillos en
el mes de marzo. Otro ejemplar (ZVC-R 932: 140 mm) no contenia ningln drgano dentro por lo que no se

pudo determinar el sexo y solamente se le extrajo informacidn meristica.

DISCUSION

Dimorfismo sexual

Tanto el MANOVA como el PERMANOVA sugieren que existe dimorfismo sexual en P. lemniscatus a lo largo
de su ontogenia y que no estaria restringido a los adultos. Los resultados de los ACP y los DA son
consistentes con esto y sefialan a LC* como la variable que explica la gran mayoria de la variabilidad de la
muestra para el conjunto de variables morfométricas en ambos grupos etarios y a G y Ur para el conjunto

de variables meristicas.

En la representacion grafica de los primeros dos componentes se pueden observar distintos grados de
superposicion de ambos sexos (Figuras 2 y 3). En los datos morfométricos, se distinguen los dos grupos, con
los machos agrupados hacia la derecha y las hembras a la izquierda con un poco mas de dispersién en el
CP2. En adultos se observa un poco mas de solapamiento entre los grupos que en juveniles. Este resultado
sugiere que los machos tendrian mayor largo relativo de la cola que las hembras y que no habria diferencias
intersexuales aparentes en el tamafio de la cabeza (CP2). Por otra parte, para los datos meristicos se
observa una separacién mucho mas marcada entre los grupos, esta vez con los machos agrupados hacia la
izquierda y levemente hacia arriba en el grafico y las hembras hacia la derecha y apenas hacia abajo. Esto se
interpreta como que las hembras tienen mayor nimero de gastrostegos y menor de urostegos que los

machos, lo que constituyen patrones comunes entre las serpientes (Lopez & Giraudo, 2008).

Los analisis univariados también son consistentes y apoyan los resultados arrojados por los multivariados.
El rango de valores de LHC estuvo dentro de lo reportado por Carreira et al. (2005) y fue algo menor a lo

observado por Lema (1985). Se observd que las hembras adultas tienen significativamente mayor LHC y
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alcanzan la madurez sexual con mayor tamafio que los machos adultos. Este constituye un patrén muy

comun de dimorfismo sexual observado en las serpientes (Shine, 1990; 1994).

Por su parte, en juveniles no se observé dimorfismo sexual en LHC, lo que sugiere que el establecimiento
del mismo se da a partir de la madurez sexual. Probablemente, su origen seria a causa de ambas estrategias
reproductivas diferentes adoptadas por machos y hembras que inciden sobre las tasas de crecimiento
(Shine, 2003). Por un lado, las hembras concentran su energia en el crecimiento para sobrellevar los costos
que la reproduccion les impone: destino de sus reservas al desarrollo de la descendencia, reduccién de la
tasa de alimentacion por falta de espacio fisico durante la gestacion y reduccidon en la movilidad con
aumento del riesgo de mortalidad (Gadgil & Bossert, 1970; Seigel et al., 1987; Madsen & Shine, 1999).
Contrariamente, los machos se ven favorecidos en cuanto a su éxito reproductivo cuando alcanzan la
madurez sexual a menores tamanos debido a una mayor facilidad para calentarse con el aumento de las
temperaturas y, por consiguiente, mayor actividad a menores costos metabdlicos (Shine, 1978a; Madsen et

al., 1993).

Shine (1978a) sostiene que un mayor tamafio en machos resulta ventajoso en los combates por acceso a
hembras, por lo que plantea que éstas tienen mayor LHC que los machos cuando no existe este
comportamiento. Concordantemente, un mayor tamafio en hembras permite mayor almacenamiento de
reservas, mayores puestas y mayor frecuencia reproductiva (Lourdais et al., 2003). Los habitos de vida
fosoriales y la ausencia de registros de combates entre machos en Elapomorphini sugieren que es
improbable que se dé en P. lemniscatus, o que es apoyado por estudios en otros elapomorfinos (Herédias-
Ribas & Sawaya, 2005; Braz et al., 2014). Sin embargo, si se ha registrado combate en especies del grupo
Micrurus frontalis (Aguiar, 2008; Coeti, 2016), que tienen patrones de coloracién aposematica y habitos
similares a los de esta especie. Teniendo en cuenta estos factores, cabe la posibilidad de que exista

combate y aun no haya sido registrado.

Otra explicacién para el dimorfismo sexual en LHC observado seria que hubiese una predacién diferencial
sesgada hacia los machos debido a su mayor exposicién durante la busqueda de hembras (Andrén, 1985). Si
este fuera el caso, debido a la misma razén se podria esperar que también hubiera mayor predacién sobre
las hembras en la época de oviposicion y alimentacidn posterior a ésta (Shine, 1988; Lorioux et al., 2013;
Seigel et al., 1987). Sin embargo, dados los habitos alimentarios de esta especie y que suele realizar sus
puestas en sitios protegidos (Vaz-Ferreira et al., 1970), no pareceria probable que se diera este tipo de

predacién sesgada.

El indice de Dimorfismo Sexual (SSD) fue de 0,48, lo que representa un valor elevado en comparacién con
otros dipsadinos: Xenodon merremi (0,40), Erythrolamprus miliaris (0,19 — 0,26), Lygophis anomalus (0,16)
(Pizzatto et al., 2008; Pizzatto & Marques, 2006; Panzera & Maneyro, 2013), incluso con otras especies

fosoriales: M. altirostris (-0,14), Atractus reticulatus (0,20), A. paraguayensis (0,18) (Aguiar, 2008; Balestrin
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& Di-Bernardo, 2005; Zanella & D’Agostini, 2018). Segun Shine (1994), altos valores de SSD indicarian
ausencia de combate entre machos y viceversa, lo que es apoyado por la literatura disponible sobre el
género Micrurus (Marques, 2002; Marques et al., 2013; Coeti, 2016). Por otro lado, Pizzatto et al. (2008)
sostienen que, al menos para los Xenodontini, el SSD aumenta en especies grandes, pero en especies
pequeiias se espera observar valores bajos. Debido a esto, Ilama la atencién el alto SSD encontrado en P.
lemniscatus, teniendo en cuenta que Braz et al. (2014) registraron un SSD de 0,33 para P. lativittatus, una
especie considerablemente mas grande. Podria darse que el tamafio de la muestra (23 machos y 21
hembras) estuviera afectando este resultado en el caso de que existiera un pequefo sesgo de tamafo hacia

las hembras.

El LC representd en promedio 1/10 del largo total en machos y 1/14 en hembras, similar a lo reportado por
Carreira et al. (2005) (1/13) y a lo predicho por Savitzky (1983) para especies fosoriales. Los machos
tuvieron proporcionalmente LC significativamente mayor que las hembras, lo cual también es un patrén
comun en las serpientes (Webb et al., 2000; Mesquita et al., 2013) y se condice con observaciones previas
en P. lemniscatus, P. mertensi y P. lativittatus (Lema, 1985; Herédias-Ribas & Sawaya, 2005; Braz et al.,
2014). Adicionalmente, esto fue cierto tanto en adultos como en juveniles, similar a lo observado por Lépez

& Giraudo (2008) en P. patagoniensis.

El dimorfismo en el largo de la cola suele deberse a que los machos requieren de mas espacio que las
hembras, para alojar los hemipenes y sus musculos retractores (King, 1989). Se ha observado que, dentro
de una misma especie, machos mas grandes (con mayor LC) obtienen mas cépulas (Madsen & Shine, 1993).
Sin embargo, al analizar la relacion LC/LHC, se encontré que el mayor nimero de cdpulas lo obtienen
machos con valores de esta relacion cercanos al promedio (Shine et al., 1999). Por su parte, Kaufman &
Gibbons (1975) plantean que la cola mas larga en machos provee ventajas durante el cortejo de tipo
“mating ball”, en el cual varios machos se entrelazan a una hembra y buscan desplazar la cola de sus
competidores para lograr la cépula (Aleksiuk & Gregory, 1974; Shine, 1994). No obstante, este tipo de
cortejo se ha registrado en unas pocas especies que tienden a formar grandes agregaciones de individuos,
principalmente en la subfamilia Natricinae (Joy & Crews, 1985; Luiselli, 1996); por tanto es altamente
improbable que sea el caso de P. lemniscatus. Esto sugiere que el largo de la cola no influye en el éxito
reproductivo de los machos y que, por consiguiente, el dimorfismo en LC se deberia principalmente al

requerimiento de espacio fisico para los drganos reproductores.

Una hipdtesis alternativa y no excluyente, también planteada por Kaufman & Gibbons (1975), propone que
la cola proporcionalmente mas larga en machos seria resultado indirecto del dimorfismo existente en LHC,
es decir, surgiria secundariamente de la “necesidad” de las hembras de maximizar su capacidad abdominal.
De todas formas, la causa exacta de la evolucion de colas mas largas en machos aun no es clara (Shine et

al., 1999).
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Las hembras tuvieron un conteo de G significativamente mayor que los machos, con un muy pequeno
porcentaje de superposicion. En adultos, esta diferencia se explicaria como el resultado del dimorfismo en
LHC: un mayor LHC en hembras trae aparejado un aumento en el nimero de escamas ventrales (como
sugiere el ACP). Similarmente, en machos el mayor LC estaria determinando el mayor nimero de Ur
observado con respecto a las hembras. El dimorfismo en ambas variables también es comun entre las
serpientes (Lopez & Giraudo, 2008). Lema (1985) analiz6 una muestra de P. lemniscatus mayor a la de este
estudio y registré rangos de valores de G y Ur mds amplios y con mayor grado de superposicién entre
sexos, sugiriendo que no existiria tal diferenciacién. De todas formas, este estudio indica que al menos en

poblaciones uruguayas estos caracteres si serian dimoérficos.

El anillo caudal resultd mas ancho en machos que en hembras (AACMn). Por su parte, el collar nucal
(ACNMn) vario entre cero y tres escamas de ancho y concuerda con lo reportado por Carreira et al. (2005).
Estos caracteres son generalmente utilizados en estudios de tipo taxonémico y no esta claro qué
implicancia tienen desde el punto de vista biolégico. Es posible que el tamafio de la muestra pueda estar

incidiendo sobre el resultado.

No se observaron diferencias intersexuales en ninguna otra variable, lo que sugiere que no habria
dimorfismo sexual en el patrén de disefio ni en la forma de la cabeza. La ausencia de dimorfismo en la
forma de la cabeza estd muy extendida en las serpientes (Pizzatto, 2003; Aguiar, 2008), pero cuando se da,
suele ser mayor en las hembras (Shine, 1991). Si bien las diferencias en la forma de la cabeza pueden tener
varias explicaciones (Panzera, 2011), suelen estar asociadas a una divergencia dietaria (Shine, 1991; Klaczko
et al., 2016). Por tanto, hembras y machos de P. lemniscatus se alimentarian del mismo tipo de presas, lo
que tiene sentido siendo una especie con adaptaciones a un estilo de vida fosorial, que impone una serie
de restricciones fisicas (Savitzky, 1983). De esta forma, se especializaria en consumir presas delgadas y
alargadas (Lema, 2011; Klaczko et al., 2016). En P. lativittatus, los machos tienen cabezas mas grandes que
las hembras (Braz et al., 2014). Los autores descartan la accidn de la seleccién sexual segun Shine (1991) y
lo atribuyen a una posible mejor habilidad para cavar en hembras. De antemano, no pareceria haber un
sentido bioldgico en este rasgo, pero hacen falta estudios con mas especies de Elapomorphini para

comprender mejor su relevancia.

Madurez sexual y fecundidad

Hembras. Todas las hembras tuvieron los oviductos plegados a partir de los 263 mm (MNHN 6224). Este
tamafio de madurez es considerablemente menor que el reportado para otros Elapomorphini (Braz et al.,
2014), pero es muy similar al de otros dipsadinos de tamafio similar a P. lemniscatus (Frota, 2005; Oliveira,
2005; Marques et al., 2006). Tres hembras menores a 263 mm (ZVC-R 1838, ZVC-R 167 y ZVC-R 3779)
tuvieron plegamientos a nivel oviductal, aunque muy suaves y en sus extremos distales, lo que podria

deberse a la constitucion misma de la regidn infundibular (Blackburn, 1998). Alternativamente, podria ser
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gue estuvieran en vitelogénesis secundaria de su primer periodo reproductivo y ya exhibieran pliegues
oviductales (Almeida-Santos et al., 2014), pero este no parece ser el caso debido a los bajos tamanos

foliculares que presentaban estos ejemplares (< 3 mm).

Todas las hembras consideradas en este estudio como inmaduras presentaron foliculos vitelogénicos
menores a 3 mm y la hembra madura mas pequeiia tuvo foliculos cercanos a los 4 mm. Los tamafios
foliculares mayores fueron graficados en funcién de LHC para identificar el tamafo en el que se vuelven
secundarios (Almeida-Santos et al., 2014). En el grafico se esperaria observar, a valores de LHC mayores al
tamafio de madurez sexual, tanto tamafios foliculares grandes como pequefios, de acuerdo con el
crecimiento folicular abrupto que se da en la vitelogénesis secundaria; sin embargo, solamente se observan
algunos puntos aislados y para valores muy altos de LHC. Probablemente el tamafio de la muestra esta
incidiendo sobre este resultado. Para muchas especies de dipsadinos se han reportado valores algo
superiores a 4 mm (Oliveira, 2005; Bonfiglio, 2007; Rebelato et al., 2016), incluso para otras especies
fosoriales de tamafio algo menor (Marques & Puorto, 1998; Balestrin & Di-Bernardo, 2005).
Contrariamente, Pinto & Fernandes (2004) registraron tamafios foliculares secundarios de 3 mm para E.
poecilogyrus poecilogyrus del sudeste de Brasil. Considerando que esta especie es ligeramente de mayor
porte, seria plausible observar foliculos secundarios en el entorno de los 4 mm en P. lemniscatus. De todas
maneras, son necesarios estudios que incluyan analisis histoldgicos y/o histoquimicos, a fin de saber esta

informacidn con certeza (Aldridge, 1979).

No fue posible obtener informacidn sobre el esfuerzo reproductivo en relacién a LHC, pero si sobre la

fecundidad, la cual fue comparada con registros en la literatura (Vaz-Ferreira et al., 1970; Lema, 1985).

El ejemplar ZVC-R 3914, capturado en diciembre, contenia ocho huevos en sus oviductos, que midieron en
promedio 14,87 x 7,28 mm, con una relacidn entre los ejes mayor y menor de 2,04. Las dimensiones de los
huevos son algo menores que las reportadas por Vaz-Ferreira et al. (1970) (25,6 x 13,6 mm) y similares a las
de Lema (1985). Esto probablemente se debe a que tanto en Lema (1985) como en este trabajo, los huevos
analizados fueron extraidos de los oviductos, mientras que Vaz-Ferreira et al. (1970) midieron una puesta
de huevos en avanzado estado de desarrollo, extraida de un hormiguero de Acromyrmex lobicornis hacia
mediados del verano. Podria darse que al momento de realizar la puesta, los huevos de ZVC-R 3914
llegaran a ser levemente mayores. Sin embargo la diferencia de tamafo observada lleva a pensar que
simplemente se traten de huevos de menor tamafio. Adicionalmente, la proporcién entre el largo vy el

ancho de los mismos coincidié con la registrada por Vaz-Ferreira et al. (1970).

Otras dos hembras exhibieron resultados similares. Por un lado, ZVC-R 6696 presentd nueve foliculos muy
agrandados y aun contenidos dentro de los ovarios, cinco en el derecho y cuatro en el izquierdo, que
promediaron 14,8 mm de largo. El tamano muy similar al de los huevos registrados en el ejemplar anterior

sugiere que esta hembra, colectada en el mes de noviembre, estaba a punto de ovular al momento de ser
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muerta. Por otro lado, en ZVC-R 1623 se registraron cuatro foliculos notoriamente agrandados en cada
ovario, que midieron en promedio 11,1 x 5,44 mm, manteniendo una relacion largo/ancho ya registrada
para esta especie (Vaz-Ferreira et al., 1970; Lema, 1985). Esta hembra no contaba con fecha de colecta
pero a juzgar por el estado de sus gdénadas, es probable que su colecta (y muerte) haya ocurrido a

mediados de la primavera.

Las tres hembras mencionadas contenian foliculos de entre 4 y 7 mm de largo, ademads de los huevos o
foliculos a ser ovulados. Algunas explicaciones para esto son: a) que los foliculos vitelogénicos se vuelvan
secundarios a tamafos mayores a los surgeridos anteriormente (4 mm); b) que las hembras realicen mas de
una puesta por temporada reproductiva; c) que se trate de foliculos en proceso de reabsorcion (Blackburn,
1998; Bonnet et al., 2008). Los estudios en otros dipsadinos ya mencionados sugieren a la primera como la
explicacion mas probable. Los resultados de este estudio y la bibliografia indican que P. lemniscatus tiene
una baja fecundidad, lo que es consistente con su estilo de vida (Willson & Dorcas, 2004) y con lo
observado en otras especies fosoriales (Travaglia-Cardoso et al., 2001; Braz et al., 2015). En contraposicion,
especies no fosoriales de tamafio similar producen puestas mas grandes (Frota, 2005). Por lo tanto, es
improbable que se produzcan dos puestas anuales por individuo en P. lemniscatus. Por otra parte, se
necesitan estudios que aborden la tematica de la resorcién folicular, a fin de evaluarla como explicacion

posible.

Llama la atencion la diferencia observada en el tamafio y forma de los huevos registrados en esta especie,
en comparacion con otras especies fosoriales donde tienden a ser pronunciadamente mas largos (Aguiar,
2008; Coeti, 2016). En este estudio y anteriores, la relacién largo/ancho fue ligeramente superior a 2, en
contraposicion con lo observado en P. lativittatus (3,12) y Apostolepis dimidiata (6,23) (Braz et al., 2009;
2015). Sin embargo, la hembra MNHN 1800, de 325 mm de largo, contenia un solo huevo oviductal con
relacidn largo/ancho de 5,03. Esto indica que existe un compromiso entre el tamafio y/o forma de los
huevos y el nimero de los mismos por puesta, lo cual ha sido ampliamente reportado en las serpientes
(Ford & Seigel, 1989a). Asi, hembras de menor tamafio (y generalmente con menos recursos disponibles
para la reproducciéon o ante condiciones adversas), suelen producir menos cantidad de huevos, aunque
proporcionalmente mas grandes a fin de favorecer las chances de supervivencia de las crias.
Contrariamente, las hembras mas grandes (generalmente con mas recursos), son capaces de producir

puestas mas numerosas con neonatos proporcionalmente mas pequefios.

Machos. Los testiculos derechos se encontraron mds anteriores que los izquierdos, lo que es un rasgo tipico
entre las serpientes (Gribbins & Rheubert, 2011). Si bien se registré una pequefia diferencia de tamafio en
favor de los testiculos derechos, ésta no fue significativa. Los testiculos de los adultos fueron mayores que
los de los juveniles, lo que es esperable, ya que la produccién de esperma causa un engrosamiento de los

tubulos seminiferos y en consecuencia, del propio testiculo (Gribbins & Rheubert, 2011).
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Debido al enrollamiento que ocasiona el pasaje del esperma por los ductos deferentes a la salida del
epididimo (Shine, 1977b), en muchos estudios se considera a los individuos que los presentan, como
maduros (ej.: Pizzatto, 2003; 2005). La observacidn del estado de los ductos deferentes en P. lemniscatus
resultd bastante mas dificil que en otras especies (Jaim Sivan, com. pers.). En los ejemplares mas pequefios
fue necesario estirar los ductos a gran aumento; sélo en los mas grandes se evidenciaron a simple vista.

Esto seguramente se debe al pequeno tamafio impuesto por la fosorialidad.

Al igual que en las hembras, los machos fueron maduros a partir de un tamano (ZVC-R 6390: 211 mm)
bastante menor que en otros Elapomorphini, aunque muy similar que en otras especies de igual porte
(Goldberg, 2007; Zanella & D’Agostini, 2018). El ejemplar ZVC-R 6390 tiene fecha de colecta en noviembre,
por lo que ese afo puede haber sido su primer evento reproductivo. Contrariamente a lo que se observé en
las hembras, ningln ejemplar menor a ZVC-R 6390 mostrd indicios de madurez sexual. Sin embargo, el
estado de los ductos deferentes de un espécimen menor (ZVC-R 377: 206 mm) no permitié determinar su

condicién reproductiva, por lo que el tamafio de madurez podria ser menor.

Los andlisis de Kruskal-Wallis y Pos Hoc de Dunn revelaron que no existen diferencias significativas en el
volumen testicular en el afo para ninguno de los testiculos, lo que sugiere que la produccion de esperma es
continua (Bull et al., 1997). Adicionalmente, en un analisis preliminar (Jaim Sivan, en prep.), se observé
esperma en testiculos de individuos colectados en todas las estaciones y no registrd variacién anual en el
diametro de los tubulos seminiferos, lo que apoya los resultados de este trabajo. No obstante, estudios
recientes sugieren la inclusidon de analisis microscdpicos cuando se trabaja con material de colecciones,
debido a distintos factores que pueden afectar la forma y tamafio de las génadas (Panzera & Maneyro,
2013; Almeida-Santos et al., 2014; Sivan et al., 2016). Por ejemplo, en P. lativittatus, un analisis
macroscopico gonadal no arrojé diferencias entre estaciones en el volumen testicular ni en el didmetro de
los ductos deferentes, pero andlisis histoldgicos revelaron que en realidad la produccion de esperma es
estacional (Braz et al., 2014). Esto también se ha visto en otras especies como Crotalus durissus, Bothrops

lecurus y Sibynomorphus mikanii (Barros et al., 2012; 2014; Rojas et al., 2013).

Juveniles. El rango de tamafos fue entre 128 y 239 mm. Los seis individuos mas grandes fueron hembras,
del tamafio que Braz et al. (2014) reportan para crias de P. lativittaus. Los ejemplares ZVC-R 4544 y ZVC-R
4545 fueron capturados juntos hacia fines del verano (marzo), cuando ocurren los nacimientos de la
mayoria de las especies de clima templado (Fitch, 1982), lo que lleva a pensar que pueden ser hermanos de
camada nacidos muy tempranamente esa misma temporada. Esto se sustentaria por cicatrices de los
ombligos aun presentes en ambos ejemplares. Sus tamafios (164 y 145 mm) estan dentro de lo esperado
segun Carreira & Maneyro (2013) y para otras especies (Frota, 2005; Zanella & D’Agostini, 2018). Si bien no
pudo determinarse el sexo de los siguientes ejemplares, segun datos de G y Ur, ZVC-R 932, MNHN 60 y
MNHN 5756 serian hembras mientras que MNHN 72 y MNHN 5943 serian machos.

21



Ciclo reproductivo

En regiones templadas, las serpientes suelen tener ciclos reproductivos estacionales impuestos por las
fluctuaciones de temperatura (Maciel et al., 2003), lo cual es apoyado por los resultados de este estudio
para P. lemniscatus. Hubo registros tanto de hembras como machos en los meses célidos, lo que se explica
por el aumento de temperatura tipico de fines del invierno que ocasiona que retomen la actividad. Ya
entrada la primavera, en especial en octubre, se observa que los registros de machos aumentan
considerablemente y los de hembras disminuyen. Dado que en esta época suelen ocurrir las cdpulas en la
mayoria de las especies australes de clima templado (ej. Braz et al., 2014), este resultado se interpreta
como un aumento en la busqueda activa de hembras por parte de los machos. Algunos estudios sostienen
gue puede haber cépulas también en otofio (ej.: Willson & Dorcas, 2004; Marques et al., 2006; Siegel et al.,
2009), pero el bajo numero de individuos (ninguna hembra) sugiere que éste no es el caso en P.
lemniscatus. El nUmero de hembras vuelve a aumentar a fines de la primavera y principios del verano,
coincidiendo con la época de oviposicidn reportada para otros Elapomorphini (Travaglia-Cardoso et al.,
2001; Braz et al., 2014). El registro de hembras ovigeras en esta época y un ejemplar (MNHN 1040) en
enero con los oviductos realmente distendidos que sugieren una reciente oviposicidon, apoyan lo

anteriormente propuesto.

Si bien se registraron juveniles en todos los meses, se observan mas hacia fines del verano y principios del
otofio (marzo y abril). Adicionalmente, los juveniles de menor tamafno estuvieron concentrados en esta
época (Figura 5), lo que sugiere que los nacimientos se dan entre enero y marzo (a mas tardar abril). Este
constituye el patrén mas comun de reclutamiento entre las serpientes de zonas templadas (Gallardo &
Scrocchi, 2006; Lépez et al., 2009) y se lo suele atribuir a la necesidad de altas temperaturas para el
correcto desarrollo embrionario y a una mayor disponibilidad de alimento para los neonatos. El tamafio de
los juveniles registrados en invierno y primavera estaria dentro de lo esperado para la especie. Dos de
estos ejemplares, ZVC-R 2882 (128 mm) y ZVC-R 4310 (145 mm), colectados en agosto y setiembre, tenian
cicatrices umbilicales en franca regresion; otro ejemplar, ZVC-R 313 (161 mm), colectado en noviembre, ya
no presentaba dichas cicatrices. Esto apoyaria lo anteriormente propuesto sobre el tamafio de los juveniles.
Por otra parte, los tamafios mayores en juveniles se registraron entre julio y noviembre (Figura 5). Resulta
muy dificil establecer con certeza la edad a la que se alcanza el tamafio de madurez sexual, ya que depende
de varios factores. De todos modos, parece improbable que esto ocurra en la primera temporada
reproductiva posterior al nacimiento, con lo cual el primer evento reproductivo seria a partir de la siguiente
temporada, un afio y medio después. El registro de un ejemplar en agosto, ZVC-R 147 (192 mm), sin ningun
rastro de cicatriz umbilical, apoyaria esta propuesta. Son necesarios estudios sobre la tasa de crecimiento
de los neonatos en ejemplares vivos, o bien estudios de esqueletocronologia conjuntamente con biologia

reproductiva, a fin de evaluar con precisidn este aspecto (Fornasiero et al., 2016).
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La distribucidén de registros y tamarios foliculares en el afio indican que las hembras presentan un ciclo
estrictamente estacional, de acuerdo a lo establecido por Pizzatto et al. (2008) (Figuras 4 y 10). Sin
embargo, en machos se observan indicios de produccién de esperma continua y por tanto ciclos continuos.
Este resultado indica que la especie puede haber tenido su origen en una region tropical y que la capacidad
de reproducirse de forma continua (o bien, en cualquier momento del afio) que exhiben los machos en la
actualidad podria ser producto de la inercia filogenética (Cadle & Greene, 1993). Se observan resultados
similares para otros dipsddidos neotropicales que apoyan este estudio (Panzera & Maneyro, 2013). Seria
interesante comparar lo obtenido en este trabajo con un mayor nimero de especimenes provenientes del
limite norte de la distribucion de la especie. Se esperaria que no hubiese mayores diferencias, dado que su
distribucién no es tan amplia como para modificar significativamente el clima donde ocurre. De todas
formas, en lo que a este trabajo respecta, se concluye que el ciclo reproductivo de Phalotris lemniscatus en

Uruguay es estacional y esta determinado por la actividad reproductiva de la hembra.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los analisis realizados para el conjunto de siete variables morfométricas y nueve meristicas,
existe un claro dimorfismo sexual en Phalotris lemniscatus. Si bien los machos, incluso los juveniles, tienen
la cola proporcionalmente mads larga que las hembras, éstas uUltimas son significativamente mds grandes
que los machos. Este constituye uno de los patrones mas comunes de dimorfismo observado entre las
serpientes y se lo suele explicar como una forma de aumentar la fecundidad dada la correlacion positiva
existente entre ésta y el tamaio corporal. En este trabajo se concluye que esta ultima seria la explicacién
mas probable en esta especie y que el dimorfismo en la cola sesgado a los machos se deberia a la presencia
de los 6rganos copuladores. Asimismo, el mayor nimero de gastrostegos en hembras y de urostegos en
machos se explicarian por el dimorfismo ya existente en las variables morfométricas. La ausencia de
dimorfismo en las demas variables descarta la divergencia dietaria en P. lemniscatus y apoya la fosorialidad

como habito principal.

Los machos alcanzan la madurez sexual con menor tamafio que las hembras, lo que reflejaria ambas
estrategias adoptadas de acuerdo con los costos reproductivos de cada sexo. No se definid de forma clara
el tamafio al cual los foliculos se vuelven secundarios, pero se estima que es por arriba de 5 mm. Se
constato una fecundidad baja para la especie y una tendencia al aumento en el largo de los huevos (y no en
el ancho) conforme el tamafio de la camada disminuye, resultados que se condicen con la bibliografia y

tienen sentido teniendo en cuenta los habitos fosoriales de la especie.

No se observd una variacion en el volumen testicular en el afio, sugiriendo una produccién continua de

esperma y por tanto un ciclo continuo. Sin embargo, los mayores tamarios foliculares en primavera y
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principios del verano, junto con una mayor ocurrencia de machos en primavera y juveniles en verano y

otofio, y una ausencia de registros de hembras en otofio, indican una actividad estrictamente estacional.

A la luz de los resultados, se concluye que el ciclo reproductivo de Phalotris lemniscatus en Uruguay esta
determinado por la actividad reproductiva de la hembra y es estacional, con cépulas, ovulacién vy

oviposicion en la primavera y nacimientos desde mediados de verano hasta el inicio del otofio.
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ANEXO |

Listado del material analizado

Facultad de Ciencias, Coleccién de Zoologia de Vertebrados, ZVC-R: 147; 167; 288; 313; 338; 348;
377; 415; 458; 477; 554; 555; 570; 696; 811; 932; 941; 942; 958; 1202; 1588; 1623; 1628; 1735;
1736; 1838; 1893; 2461; 2464; 2778; 2880; 2881; 2882; 3551; 3779; 3914; 4170; 4310; 4424; 4442,
4544; 4545; 4690; 5220; 5431; 5432; 5562; 5671; 5676; 5820; 6000; 6034; 6084; 6534; 6696; 6930;
6931; 6932; 6933; 6937; 6938; 6939; 6949.

Museo Nacional de Historia Natural, MNHN: 53; 60; 72; 79; 120; 1040; 1043; 1470; 1734; 1800;
1801; 2758; 5702; 5756; 5943; 6224.

Figuras y tablas

Tabla 3. Analisis univariados realizados para las variables meristicas. G: Gastrostegos o escamas ventrales; Ur: Urostegos o escamas
subcaudales; ACNMx: Ancho del Collar Nucal Maximo; ACNMn: Ancho del Collar Nucal Minimo; AACMx: Ancho del Anillo Cloacal Maximo;
AACMnN: Ancho del Anillo Cloacal Minimo; ALI: Ancho de la Linea longitudinal Izquierda; ALM: Ancho de la Linea longitudinal Media; ALD:
Ancho de la Linea longitudinal Derecha. Los valores de p significativos se expresan en negrita. Nivel de significancia (a) = 0,05.

G Ur ACNMx ACNMn AACMXx AACMn ALl ALM ALD

Shapiro Wilk W =0,95 W =0,95 W =0,86 W=0,83 W =0,97 W =0,95 W=0,91 W=0,61 W=0,91

p=28,8E-3 p=9,3E-3 p=1,7E-6 p=1,8E-11 p=0,085 p=6,5E-3 p=1,2E-4 p=2,9E-12 p=9,3E-5

Levene W =199 W=2433 W=100 W=102 W=459 W=117 W=1,57 W=2,15 W =1,06
p=0,55 p=0,60 p=0,89 p=0,11 p=0,22 p=39-2 p =012 p=0,80 p= 58E-2

Mann-Whitney ~ U=16,5 U=55 U=510 U=379 U=4645 U=3385 U=5255 U=547,5 U=549
p=19E-12 p=73E-13 p=0,15 p=28E-3  p=0058 p=6264 p=0,32 p=0,32 p=0,48
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Tabla 4. Variables morfométricas (mm) y meristicas (n2 escamas) no significativamente dimérficas. LCa: Largo de la Cabeza; ACa:
Ancho de la Cabeza; DI: Distancia Internasal; DO: Diametro de la Orbita; DO-N: Distancia del Ojo a la Narina; ACNMx: Ancho del
Collar Nucal Maximo; ALI: Ancho de la Linea longitudinal Izquierda; ALM: Ancho de la Linea longitudinal Media; ALD: Ancho dela
Linea longitudinal Derecha.

Adultos Juveniles
Variable Machos (N = 23) Hembras (N = 21) Machos (N = 13) Hembras (N = 12)
Morfométrica X £SD Rango X +SD Rango X +SD Rango X +SD Rango
LCa 8,55+1,02  7,02-10,67  11,33+1,49  7,58-15,55 7,010,50 6,06—8 7,45¢1,03  5,96-9,93
ACa 4,53+0,83 3,35-6,72 6,58+1,73 4,07-9,73 3,81+0,57 2,84 -4,95 3,88+0,45 3,32-4,86
DI 1,96+0,30 1,35-2,47 2,55+0,47 1,82-3,57 1,67+0,16  1,42-1,91  1,63+0,17  1,36—1,87
DO 0,91+0,12  0,70-1,15 1,04+0,16 0,78-1,37 0,800,06 0,70—0,95 0,73#0,11  0,45-0,90
DO-N 1,44+0,22 1,05-1,83 1,93+0,45 1,08-2,65 1,09+0,09 0,95-1,30 1,16+0,16 0,92-1,16
Variable Machos (N = 38) Hembras (N = 33)
Meristica X + SD (escamas) Rango (escamas) X * SD (escamas) Rango (escamas)
ACNMx 2+0,5 0-3 1,91+0,47 1-3
AACMX 7,50 £ 1,66 5-11 6,54 + 2,09 2-11
ALl 1,36+0,26 1-2 1,45+0,36 1-2,17
ALM 0,98 £ 0,30 0-15 1,08 £0,25 0,5-2
ALD 1,36 + 0,26 1-2 1,44 +0,37 1-2,17

Tabla 5. Analisis univariados realizados para las variables morfométricas. LHC: Largo Hocico Cloaca; LC: Largo de la Cola;
LCa: Largo de la Cabeza; ACa: Ancho de la Cabeza; DI: Distancia Internasal; DO: Didmetro de la Orbita; DO-N: Distancia del
Ojo a la Narina. Las variables transformadas segun Lleonart et al. (2000) se indican con un asterisco (*). Los valores de p
significativos se expresan en negrita. Nivel de significancia (a) = 0,05.

LHC Lc* LCa* ACa* DI* DO* DO-N*
Adultos
Shapiro Wilk W =0,86 W =0,98 W =0,97 W =0,98 W =0,99 W =0,98 W =0,99
p = 6,76E-5 p=0,53 p=0,29 p=0,72 p=0,90 p=0,58 p=0,96
Levene W =337 W =25,9 W =6,65 W =4,7E-2 W =1E-2 W =0.92 W =1,56
p =2,55E-5 p=0,78 p =0,049 p=0,95 p=0,80 p=0,12 p=0,92
Mann-Whitney U =415 U=68 U=208 U=229 U=223 U =204,5 U=199,5
p =2,74E-6 p =4,8E-6 p=0,44 p=0,78 p=0,67 p=0,39 p=0,33
Juveniles
Shapiro Wilk W =0,91 W =0,97 W =0,95 W =0,98 W =0,93 W =0,91 W =0,90
p=0,028 p=0,56 p=0,33 p=091 p=0,12 p=0,034 p=0,021
Levene W =3,69 W=32,4 W=0,19 W =0,85 W=1,28 W =2,89 W =0,17
p=9,2E-4 p=0,69 p=2,2E-2 p=0,23 p=0,97 p=0,28 p=0,35
Mann-Whitney U=53 U=6 u=77 U=59 U=55 U=45 u=77
p=0,18 p=1,0E-4 p=0,98 p=0,31 p=0,22 p=0,077 p=0,98
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Figura 6. Toma de medidas en P. lemniscatus. A) Esquema donde se indican el lago hocico-cloaca y de la cola (LHC y LC) (adaptado
de Meneghel et al., 2001). B) Vistal dorsal cefalica de P. concolor, sefialando los anchos maximo y minimo del collar nucal (tomado
de Ferrarezzi, 1993b). C) Vista lateral de craneo de Philodryas patagoniensis, con énfasis en el largo de la cabeza (LCa) (imagen
tomada de Carreira et al., 2005). D) Vistas dorsal y lateral de P. matogrossensis donde se explica como se miden el ancho de la
cabeza (ACa), distancia internasal (DI), didametro de la drbita (DO), y distancia ojo-narina (DO-N) (imagen tomada de Lema et al.,
2005). E) Detalle del patron de coloracion de un ejemplar de P. lemniscatus (ZVC-R 5431) sefialando las lineas longitudinales
izquierda, media y derecha (ALI, ALM y ALD), y los gastrostegos (G) (tomado de Carreira et al., 2005). F) Vista ventral de la zona
cloacal de P. lemniscatus mostrando gastrostegos, urostegos (Ur) y hemipenes (tomado de Lema, 1985). G) Esquema donde se
ilustran las medidas de posicidn de las gonadas (adaptado de Meneghel et al., 2001). H) Esquema de la cola sefialando los anchos
maximo y minimo del anillo caudal (AACMx y AACMn) (adaptado de Meneghel et al., 2001).
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Figura 7. Disecciones anatomicas de P. lemniscatus. A y B) Vista ventral de un macho adulto, ejemplar MNHN
1801. C) Detalle de unos de los ductos deferentes del ejemplar ZVC-R 5431, un macho adulto. D y E) Vista ventral
de una hembra, ejemplar MNHN 1800, conteniendo un huevo de gran tamafio en el oviducto izquierdo. F)
Estructuras reproductivas de una hembra, ejemplar ZVC-R 1623. CG: Cuerpos grasos; DDD: Ducto deferente
derecho; DDI: Ducto deferente izquierdo; Dig: Tubo digestivo; F1: Foliculos primarios; F2: Foliculos secundarios; H:
Huevo; OD: Oviducto derecho; Ol: Oviducto izquierdo; OvD: Ovario derecho; Ovl: Ovario izquierdo; RI: Rifidn
izquierdo; TD: Testiculo derecho; Tl: Testiculo izquierdo.

38



Loading

Loading

Loading

1.0
0.9
0.8
0.7+
0.6
0.5
2.4
0.3
0.2+
2.1

Lce

LCa* :|

ACa*®

ol

Do*

DO-N"

0.904

0.754

0.60+

0.454

0.304

0,159

Lc*

LCa® [

ACa*

o

Do

DO-N*

0.90+
0.75
0,60+
0,45+
0.30

0.15+

-0.154

|

-0.30

Ur

ACMMx

ACNMR

ALl

ALM

ALD

AACMx

AACMIN

Loading

Loading

Loading

0.9
0.8
0.79
0.6+
0.5
0.4
0.34
2.2
2.1

Lc*

LCa

ACa”

or

Do*

DO-M*

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
2.1

Lc*

LCa*

ACa™

m*]

oo+

DO-N* :I

0.7
0.6
0.5
0.4
0.39
0.2
2.1

|

[

ur

ACNMz

ACMMRA

ALl

ALM

ALD

AACMx

AACKMN

Figura 8. Graficos de correlaciones de los primeros dos componentes (CP1 y CP2) para variables morfométricas y
meristicas de P. lemniscatus. Morfométricas: A y B) Correlacién para CP1 y CP2 en adultos, respectivamente; C y D)
Correlacion para CP1y CP2 en juveniles, respectivamente. Meristicas: E y F) Correlacion para CP1y CP2. LC: Largo de la
Cola; LCa: Largo de la Cabeza; ACa: Ancho de la Cabeza; DI: Distancia Internasal; DO: Didmetro de la Orbita; DO-N:
Distancia del Ojo a la Narina; G: Gastrostegos o escamas ventrales; Ur: Urostegos o escamas subcaudales; ACNMx:
Ancho del Collar Nucal Maximo; ACNMn: Ancho del Collar Nucal Minimo; AACMx: Ancho del Anillo Cloacal Maximo;
AACMn: Ancho del Anillo Cloacal Minimo; ALl: Ancho de la Linea longitudinal Izquierda; ALM: Ancho de la Linea
longitudinal Media; ALD: Ancho de la Linea longitudinal Derecha. Las variables transformadas segun Lleonart et al.

(2000) se indican con un asterisco (*).
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Figura 9. Relacion entre el largo hocico-cloaca (LHC) de las hembras y el tamafio del mayor foliculo.
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ANEXO Il

Posicidn y extension relativas de las gonadas en Phalotris lemniscatus

Se analizé la existencia de diferencias significativas entre la extension (en porcentaje de gastrostegos) de
los ovarios derecho e izquierdo de adultos y juveniles, y entre ambos grupos para la génada del mismo
lado. Se procedid de igual manera con la posicién de los ovarios, tomando dos medidas por cada uno:
extremo proximal (Ext.Prox.D y Ext.Prox.l) y distal (Ext.Dist.D y Ext.Dist.l). En cuanto a los testiculos, el
procedimiento fue el mismo. Estas pruebas se realizaron mediantes tests U de Mann-Whitney.

Hembras. Se analizé un total de 33 hembras, 21 adultas y 12 juveniles. Los andlisis revelan que, si bien no
hay diferencias entre adultas y juveniles en el punto de comienzo del ovario de un mismo lado (sea derecho
o izquierdo), si se distingue claramente que en adultas termina mas distalmente (Ext.Dist.: U; = 64; z4 = -
2,30; p; = 0,021 / U; = 49,5; z; = -2,84; p; < 0,01). Los ovarios derechos se encuentran ubicados ligeramente
mas proximales con respecto a los izquierdos para adultas y juveniles. Los primeros comienzan en
promedio en 79,6% de Gy se extienden hasta un 84,1%, en adultas (SD = 4,40 y 3,25). Por otra parte, los
izquierdos van de 84,2% hasta 88,3% (SD = 3,19 y 2,65). En juveniles, los derechos van de 80,4% de G, hasta
82,4%; los izquierdos de 83,9% hasta 85,9% (SD = 1,61 y 1,35). No se encontraron diferencias de tamafio
entre ovarios izquierdo y derecho de adultas ni de juveniles (U, = 164; z, = -1,41; p, = 0,16 / U;=70,5; z; = -
0,058; p; =0,95). Asimismo, se evidencié que las hembras adultas tienen génadas significativamente mas
grandes que las juveniles (U, = 22,5; z, = -3,86; p, < 0,001 / U, = 35,5; z; = -3,38; p, < 0,001), representando
de 4,3% a 2% de G, respectivamente (SD=2,60; n=21/SD=0,82; n=12).

Machos. El nimero de machos fue de 35, compuestos por 22 adultos y 13 juveniles. A diferencia de las
hembras, no existen diferencias en la posicidon del extremo distal de las géonadas de un mismo lado entre
adultos y juveniles, ni en la posicidon del extremo proximal del lado izquierdo; no obstante, si las hay del
lado derecho, siendo el de los machos mauros mas anterior (U = 71; z = -2,44; p < 0,05). Al igual que los
ovarios, los testiculos derechos son mas anteriores con respecto a los izquierdos para ambos grupos,
extendiéndose los primeros en promedio entre 81,4% y 84,8% de G en adultos (SD = 2,35y 1,79), y entre
83,2% vy 85,2% en juveniles (SD = 1,79 y 1,48). Los izquierdos se ubican entre 84,8% y 88% de G en adultos
(SD = 1,50 y 1,64), y entre 85,6% y 87,5% en juveniles (SD = 1,41 y 0,88). Los analisis no arrojaron
diferencias entre el volumen testicular izquierdo y derecho ni en adultos ni en juveniles (U, = 229; z, = -
0,29; ps = 0,77 / U;=77; z;= -0,36; p; = 0,72), aunque si para testiculos del mismo lado comparando los dos
grupos, resultando los de adultos claramente mayores (U = 0; z = -4,86; p < 0,0001). Se obtiene el mismo
resultado utilizando el porcentaje de G.
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ANEXO Il
Ubicacion sistematica de Phalotris lemniscatus

La tribu Elapomorphini es un grupo monofilético de serpientes dipsadinas sudamericanas perteneciente a
la familia Colubridae (Zaher et al., 2009; Ferrarezzi, 1993b; Vidal et al., 2010; Grazziotin et al., 2012; Pyron
et al., 2013; Zheng & Wiens, 2016). Poseen un conjunto de caracteristicas poco usuales como fusién de
placas cefalicas, reduccién de la drbita, y fortalecimiento del craneo, interpretadas como adaptaciones a
una vida subterrdnea (Savitzky, 1983; Ferrarezzi, 1993b; Klaczko et al., 2016), ademds de caracteristicas
hemipeniales y de la musculatura cefdlica particulares (Zaher, 1994; 1999). La variabilidad morfoldgica de
este grupo ha llevado a problemas en su clasificacion interna desde sus origenes (Esteves, 2011). En el afio
1862, Cope cred los géneros Phalotris (especies con una placa prefrontal Unica) y Apostolepis (dos placas
prefrontales fusionadas a las internasales) para distinguir a Elapomorphus Wiegmann 1843, especies con un
par de placas prefrontales y un par de internasales distintas (Esteves 2011; Ferrarezzi, 1993a). Este estudio
sentd las bases para posteriores cambios nomenclaturales propuestos por varios autores. Segun Esteves
(2011), Boulenger en 1896 sinonimizd Elapomorphus y Phalotris, y revalidé Apostolepis como género. Lema
(1984), por su parte, subdividié Elapomorphus en dos subgéneros: Elapomorphus y Phalotris; hasta que
Ferrarezzi (1993b) revalidé este uUltimo como género argumentando que es monofilético y que esta mas
emparentado con Apostolepis que con Elapomorphus, por presentar caracteres derivados compartidos.
Ferrarezzi (1993a) y Pyron et al. (2013) también apoyan la monofilia del género. Sin embargo, en estudios
moleculares, Zaher et al. (2009), Vidal et al. (2010) y Grazziotin et al. (2012) argumentan que Phalotris es un
taxon parafilético. Adicionalmente, los dos primeros lo colocan como grupo hermano de Elapomorphus y
Apostolepis. Actualmente, la tribu estd compuesta por 52 especies pertenecientes a cuatro géneros:
Apostolepis, Coronelaps (Lema & Hofstadler-Deiques, 2010), Elapomorphus y Phalotris (Uetz et al., 2018).

Las especies de Phalotris Cope 1862 suelen presentar caracter timido, habitos fosoriales o semifosoriales y
reproduccion ovipara (Carreira et al., 2005). Entre otros de sus caracteres (compartidos con otros
Elapomorphini), se destacan sus habitos reptiléfagos y ponzofia de gran toxicidad para el hombre (Carreira,
2002; Achaval & Olmos, 2007; Lema, 2011). Se compone de 15 especies distribuidas en tres grupos
monofiléticos: tricolor (P. tricolor, P. matogrossensis, P. metensi, P. cuyanus, P. sansebastiani); nasutus (P.
nasutus, P. labiomaculatus, P. nigrilatus, P. lativittatus, P. concolor) y bilineatus (P. bilineatus, P.
lemniscatus, P. reticulatus, P. normanscotti y P. multipunctatus) (Lema, 1984; Ferrarezzi, 1993a,b; Puorto &
Ferrarezzi, 1993; Zaher, 1999; Lema, 2002; Lema et al., 2005; Leynaud et al., 2005; Jansen & Kohler, 2008;
Moura et al., 2013; Cabral & Cacciali, 2015).

Phalotris lemniscatus (Duméril, Bibron & Duméril, 1854), vulgarmente conocida como Culebra de Collar
Blanco, tampoco ha estado exenta de controversias taxondmicas. Segun indican Carreira et al. (2005),
posterior a su descripcién fue renombrada como E. reticulatus y P. melanopleurus por Peters y Cope,
respectivamente en los afios 1860 y 1885. Boulenger validé en 1896 E. bilineatus y E. lemniscatus como
especies, que 34 afilos mas tarde Amaral sinonimizé en E. bilineatus. Lema (1970; 1979) propuso una sola
especie (E. bilineatus) con varias subespecies, hasta que Lema (1985) termind reconociendo dos especies
separadas: E. (P.) lemniscatus (con cuatro subespecies) y E. (P.) spegazzinii. Con la revalidacién del género
Phalotris, Ferrarezzi (1993b) reconocid a P. lemniscatus como especie independiente pero sugirid que no es
monofilética, por encontrarse algunas de sus subespecies mas emparentadas con P. bilineatus (Esteves,
2011). En la actualidad, se reconocen las cuatro subespecies de P. lemniscatus propuestas por Lema (1984):
lemniscatus, divittatus, iheringii y trilineatus (Uetz et al., 2018). En este trabajo, de acuerdo con Carreira et
al. (2005), se tomo P. lemniscatus como forma Unica hasta comprender mejor las caracteristicas de la
variacion de la especie.
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