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1. INTRODUCAO

1.1. Ordem Squamata

A Ordem Squamata, grupo monofilético formado por lagartos, serpentes e
anfisbenas, € composta por aproximadamente 8430 espécies viventes,
representando o maior componente da diversidade de vertebrados terrestres do
mundo (Tabela 1). Deste total, a Subordem Serpentes destaca-se com cerca de
3150 espécies, distribuidas em 24 familias (Hedges & Vidal, 2009; Uetz, 2009;
Oguiura et al., 2010).

As serpentes sdo animais de corpos extremamente alongados, com auséncia
de apéndices locomotores, palpebras moveis e ouvido externo (Underwood, 1967;
Ferrarezzi, 1994). A reducdo ou perda de patas, apesar de ser uma caracteristica
marcante entre as serpentes, ocorreu independentemente em outras linhagens da
Ordem Squamata, como nos dibamideos e anfisbenas (Apesteguia, 2007). A
producdo de veneno, outra caracteristica marcante, atribuida as serpentes, é
compartilhada pelos lagartos das familias Helodermatidae, Anguidae, Varanidae e
Iguania (Fry et al., 2005).

A Subordem Serpentes esta dividida em dois grupos principais: Infraordem
Scolecophidia, composta por serpentes de pequeno porte, cegas e fossoriais, e
Infraordem Alethinophidia, composta pelas demais serpentes (McDowell, 1987;
Rieppel, 1988) (Tabela 1, Figura 1).

A Infraordem Alethiophidia é subdividida nas Parvordens Amerophidia,
Henophidia e Caenophidia (Oguiura et al., 2010). Amerophidia é constituida pelas
familias Anilidae e Tropidophiidae, e foi proposta pela abordagem molecular
desenvolvida por Vidal et al. (2007). Henophidia indicado como parafilético em todas
as analises morfoldgicas, tem sido resgatado como grupo monofilético recorrente
nas analises moleculares, pelo menos para as familias Cylindrophiidae, Uropeltidae,
Xenopeltidae, Loxocemidae, Pythonidae, Calabaridae e Boidae, cujos membros
mais conhecidos sao as jibdias, sucuris e pitons (Vidal & Hedges, 2004; Oguiura et
al., 2010). Caenophidia reune todas as serpentes venenosas e compreende as
familias Acrochordidae, Xenodermatidae, Pareatidae, Homalopsidae,
Lamprophiidae, Natricidae, Pseudoxenodontidae, Dipsadidae, Colubridae, Elapidae
e Viperidae (Vidal & Hedges, 2004; Oguiura et al., 2010). Este grupo possui muitos
representantes conhecidos em fung¢do da importancia médica, como as serpentes

marinhas, corais verdadeiras, najas, cascavéis e jararacas.



1.2. Familia Viperidae, Subfamilia Crotalinae

Neste trabalho, dentro de Caenophidia, serd destacada a familia Viperidae, e,
mais especificamente, o género Bothrops da subfamilia Crotalinae (Tabela 1).

Os representantes da familia Viperidae possuem o mecanismo mais sofisticado
para injecdo de veneno conhecido entre as serpentes. O maxilar, extremamente
reduzido, possui alta mobilidade e um par de grandes presas tubulares retrateis,
similares a agulhas hipodérmicas (Pough & Grooves, 1983; Greene, 1992). Este
aparato relacionado ao habito predatério, baseado em botes de presas relativamente
grandes, é responsavel pela relevancia médica do grupo, envolvido na maioria dos
casos de acidentes ofidicos (Warrel, 2004).

Os viperideos compreendem cerca de 270 espécies, com ampla distribuicao
em todos os continentes, exceto Australia e Antartida (Ferrarezzi, 1994; Terribile et
al., 2009) (Figura 2).

Com base em dados morfolégicos, a familia Viperidae era dividida em quatro
subfamilias: Azemiopinae e Causinae, consideradas basais dentro da familia, e
Viperinae e Crotalinae, como derivadas (McDiarmid et al., 1999).

Woister et al. (2008), baseados em analises filogenéticas a partir de sequéncias
de genes mitocondriais, propuseram a divisdo de Viperidae em trés subfamilias: (i)
Azemiopinae distribuida no sudeste da Asia, com um Unico representante: Azemiops
feae; (i) Viperinae na Eurasia e Africa; e (iii) Crotalinae no Novo Mundo, sul da Asia
e leste da Europa (Figura 3). Nestas analises, os autores recuperaram Azemiops
como grupo irmao de Crotalinae; Viperinae como grupo irmado de Azemiops e
Crotalinae; e o género Causus, posicionado como um viperideo basal em
abordagens morfolégicas, foi recuperado como um grupo interno da subfamilia
Viperinae, resultando na supressao da subfamilia Causinae (Figura 3).

A subfamilia Crotalinae € considerada monofilética, apresentando como
sinapomorfia a presenga de fosseta loreal com epitélio termo-sensorial
extremamente sensivel, capaz de detectar mudangcas de milésimos de graus
centigrados no ambiente (Cadle, 1987; Apesteguia, 2007; Wiuster et al., 2008;
Castoe et al., 2009). Seus representantes sao conhecidos como viboras de fosseta —
pitvipers (Ferrarezzi, 1994; Campbell & Lamar, 2004).

Tem sido registrados 28 géneros de crotalineos distribuidos pelo mundo, dos
quais apenas 12 ocorrem no continente americano: Agkistrodon, Atropoides,
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Bothriechis, Bothriopsis, Bothrocophias, Bothrops, Cerrophidion, Crotalus, Lachesis,
Ophryacus, Porthidium e Sistrurus (Campbell & Lamar, 2004; Uetz, 2009).

As relagdes de parentesco na Subfamilia Crotalinae foram estudadas por
Woister et al. (2008) e Castoe et al. (2009), a partir de inferéncias bayesianas,
utiizando sequéncias dos genes mitocondriais citocromo b (cyt b), NADH
desidrogenase subunidade 4 (ND4), RNA ribossomal subunidade 12 (12S) e
subunidade 16 (16S), ambos os estudos recuperam topologias muito semelhantes.
As discordancias detectadas referem-se a posicao do género Bothriechis em relacédo
aos demais géneros e ao status de Bothriopsis (Figura 4). O género Bothriechis foi
recuperado como grupo irmao de (Atropoides (Porthidium, Cerrophidion)) nas
analises de Wister et al. (2008), e como grupo irmao do clado mais inclusivo
formado por (((Atropoides (Porthidium, Cerrophidion))(Bothrocophias (Bothrops,
Bothriopsis))) no trabalho de Castoe et al. (2009). No entanto, em fungédo dos baixos
suportes observados em ambas as analises, a posicao de Bothriechis permanece
nao resolvida.

O status de Bothriopsis tem sido controverso desde as primeiras analises
moleculares, realizadas na década de 1990. Os resultados obtidos por Werman
(1992) foram os primeiros a indicar que o género Bothrops seria parafilético, uma
vez que suas andlises posicionaram Bothriopsis taeniata (espécie-tipo de
Bothriopsis) entre as espécies de Bothrops. O monofiletismo de Bothriopsis € 0
parafiletismo de Bothrops foram corroborados por diversas analises posteriores
(Salomao et al., 1997, 1999; Parkinson, 1999; Gutberlet & Campbell, 2001; Wster
et al., 2002a; Castoe & Parkinson, 2006; Fenwick et al, 2009). Diante deste
panorama, duas possibilidades foram sugeridas: a sinonimizacao de Bothriopsis ao
género Bothrops (Salomao et al, 1997; Wduister et al., 2002a, 2008) ou a
reorganizacdo de Bothrops em outros géneros, com a manutencao de Bothriopsis
(Parkinson, 1999; Gutberlet & Campbell, 2001; Castoe & Parkinson, 2006; Castoe et
al., 2009; Fenwick et al., 2009).



1.3. Género Bothrops sensu stricto

A etimologia da palavra Bothrops provém do grego “bothros”, que significa
fosseta, e "ops”, que significa olho ou face, em alusdo a fosseta loreal, localizada
entre a narina e o olho destas serpentes (Campbell & Lamar, 2004).

O género Bothrops apresenta ampla distribuicdo, sendo os extremos
representados no sul do México por B. asper e por B. ammodytoides na Patagbnia,
Argentina. Quatro espécies sao exclusivamente insulares: B. caribbaeus (Santa
Lucia) e B. lanceolatus (Martinica) das Pequenas Antilhas; B. insularis (Queimada
Grande) e B. alcatraz (Alcatrazes) do litoral do Estado de Séo Paulo, Brasil
(Campbell & Lamar, 2004).

Investigacdes sobre a origem e evolucdo das serpentes peconhentas da
América do Sul sugerem que as diversidades morfolégica e ecoldgica,
caracteristicas do género Bothrops, podem ser resultado de uma colonizagcao do
continente desprovido de viperideos, seguida de uma rapida radiacdo adaptativa
durante o Mioceno (10-23 Ma) (Wuster et al., 2002a).

Os representantes do género mostram uma grande diversidade de tamanho,
variando entre 30cm (B. itapetiningae) e 180cm (B. asper) (Campbell & Lamar,
2004). Ecologicamente sao muito diversos e podem apresentar hébito terricola ou
semi-arboricola, sendo o primeiro predominante entre as espécies do grupo. Em
geral, as espécies semi-arboricolas apresentam corpo menos robusto e cauda mais
alongada do que as terricolas. Estudos da evolugcdo destas caracteristicas
ecoldgicas indicam que o habito semi-arboricola esta relacionado a espécies que
habitam regides de floresta e teria surgido de uma a trés vezes no género (Martins et
al.,, 2001). Os autores sugerem a hipétese de que o ancestral do género teria
tamanho pequeno, corpo robusto e habito terricola.

Quanto ao habito alimentar, a maioria das espécies do género é generalista,
com variacdo ontogenética, de modo que os exemplares juvenis alimentam-se
preferencialmente de presas ectotérmicas (centipedes, lagartos e anfibios) e os
adultos, de presas endotérmicas (roedores e aves). As excecdes sao B. cotiara, B.
alternatus, B. fonsecai e B. neuwiedi que se alimentam exclusivamente de roedores
(Martins et al., 2002).

Outra evidéncia da diversidade neste género é a ampla variacdo na
composicdo e atividade dos venenos, que pode ter implicacbes no tipo de

tratamento do envenenamento, na producdo de soro, em estudos evolutivos das
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toxinas e na taxonomia (Rodrigues et al.,, 1998; Queiroz et al., 2008; Leme et al.,
2009). Tais aspectos ganham ainda mais importancia a medida que os acidentes
botrépicos correspondem a mais de 75% dos acidentes ofidicos no Brasil, segundo
estatisticas do Sistema de Informagéao de Notificagdo de Agravos (SINAN) (Ministério
da Saude, 2010).

O veneno das serpentes é uma mistura complexa de componentes, que pode
exibir variacbes associadas a origem geografica, habitat, variacdo sazonal, dieta,
idade e género. Exemplo disso ocorre nas fémeas de B. jararaca, que produzem
cinco vezes mais veneno do que os machos (Furtado et al., 2006). Queiroz et al.
(2008), em estudo sobre a variacao interespecifica na composicao e toxicidade do
veneno de 19 espécies do género Bothrops, relatam ampla diversidade. Segundo os
autores, o soro antibotrépico brasileiro € resultante da mistura de venenos de
apenas cinco espécies. Portanto, este soro ndo é capaz de neutralizar as atividades
toxicas de todos os venenos encontrados na natureza. Por este motivo, os autores
sugerem a necessidade de inclusdo de venenos de outras espécies na preparacao
do soro antibotrépico universal.

Apesar de toda a diversidade do grupo, sua importancia ecoldgica, relevancia
médica decorrente dos acidentes ofidicos e da utilidade de componentes dos
venenos na producao de farmacos, a sistematica do género Bothrops permanece
com varios problemas devido a falta de conhecimento sobre quais espécies séo
validas, o seu numero e suas relacdes de parentesco.

Varias abordagens foram realizadas na tentativa de esclarecer as relagdes
filogenéticas dentro do género. Foram utilizados caracteres morfométricos,
meristicos (contagem de escamas), coloracdo, ornamentacdo, morfologia do
hemipénis, osteologia, eletroforese do plasma, alozimas, citogenética e, mais
recentemente, enfoques moleculares provenientes de sequenciamento de genes do
DNA mitocondrial e nuclear em alguns grupos (Becak, 1967; Becak & Becak, 1969;
Singh, 1972; Fernandes & Pesantes, 1989; Pesantes, 1989; Pesantes & Fernandes,
1989; Fernandes et al., 1991; Fernandes & Abe, 1991; Cadle, 1992; Werman, 1992;
Pesantes et al.,, 1993; Saloméao et al., 1997, 1999; Parkinson, 1999; Gutberlet &
Campbell, 2001; Wister et al, 2002a, 2002b, 2008; Castoe & Parkinson, 2006;
Fenwick et al., 2009).

Estudos citogenéticos no género Bothrops ndo se mostraram informativos do

ponto de vista citotaxondmico, pois ha preponderancia de caritipos conservados
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com 2n=36, compostos por oito pares de macrocromossomos e 10 pares de
microcromossomos. O mecanismo de determinacao de sexo € do tipo ZZ/ZW, sendo
as fémeas heterogaméticas. Esses dados foram detectados em B. alternatus, B.
jararaca, B. jararacussu, B. moojeni (B. atrox) e B. insularis (Becak, 1967; Becak &
Becak, 1969; Singh, 1972).

Durante algum tempo, a sintese de diversos trabalhos com enfoques
filogenéticos baseados em diferentes caracteres (e.g. morfolégicos, bioquimicos e
moleculares) permitiu definir oito grupos dentro de Bothrops (sensu stricto): 1. grupo
alternatus (B. alternatus, B. ammodytoides, B. cotiara, B. fonsecai e B.
itapetiningae); 2. grupo atrox (B. atrox, B. colombiensis, B. isabelae, B. leucurus, B.
marajoensis, B. moojeni e B. pradoi); 3. grupo jararaca (B. jararaca, B. insularis e B.
alcatraz); 4. grupo jararacussu (B. jararacussu e B. brazili); 5. grupo lanceolatus
(B. lanceolatus e B. caribbaeus); 6. grupo neuwiedi (B. neuwiedi, B. andianus, B.
erythromelas e B. iglesiasi); 7. grupo pictus (B. pictus); e 8. grupo taeniatus (B.
taeniatus e B. bilineatus) (Janeiro-Cinquini et al., 1987; Pesantes, 1989; Pesantes &
Fernandes, 1989; Fernandes & Pesantes, 1989; Fernandes et al, 1991; Cadle,
1992; Werman, 1992; Pesantes et al., 1993; Salomao et al., 1997, 1999; Wister et
al., 1997, 1999, 2002a; Parkinson et al., 2002).

Fenwick et al. (2009) propuseram uma nova classificagdo para o género
Bothrops, utilizando uma analise combinada de caracteres morfolégicos e
moleculares de 32 espécies de Bothrops, seis de Bothriopsis e cinco de
Bothrocophias. Cada uma das quatro principais linhagens monofiléticas recuperadas
foi considerada como um género: Rhinocerophis, Bothriopsis, Bothropoides e
Bothrops. Desta forma, o género Bothrops ficaria restrito as espécies do grupo
atrox (B. atrox, B. colombiensis, B. isabelae, B. leucurus, B. marajoensis, B.
moojeni, B. asper, B. venezuelensis, B. osbornei, B. punctatus), do grupo
jararacussu (B. jararacussu, B. brazili, B. pirajai, B. muriciensis e B. santaecrucis),
do grupo lanceolatus (B. lanceolatus e B. caribbaeus) e por B. andianus; o género
Rhinocerophis seria composto pelas espécies do grupo alternatus (B. alternatus,
B. ammodytoides, B. cotiara, B. fonsecai, B. itapetiningae e B. jonathani); o género
Bothropoides, constituido pelas as espécies do grupo jararaca (B. jararaca, B.
insularis e B. alcatraz) e neuwiedi (B. neuwiedi, B. lutzii B. pauloensis, B.
pubescens, B. diporus, B. mattogrossensis, B. marmoratus, B. erythromelas); e o

género Bothriopsis, considerado por alguns autores como grupo taeniatus (B.
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taeniatus, B. bilineatus, B. medusa, B. oligolepis, B. pulcher e B. peruvianus)
(Fenwick et al., 2009).

O presente trabalho tem como interesse principal o grupo neuwiedi. Optou-se
pela utilizacdo da nomenclatura prévia a Fenwick et al. (2009), uma vez que a
filogenia apresentada por esses autores nado inclui todas as espécies de Bothrops.
Adicionalmente, para algumas das espécies, os dados apresentados foram
insuficientes para o esclarecimento das relacdes de parentesco. A inclusao de novos
e imprescindiveis dados nas analises poderia alterar as relacées dentro e entre os
grupos monofiléticos propostos pelos autores. Como essa proposta estda em
construcdo, para evitar problemas inerentes a mudanca de nomes de espécies de

importancia médica, foi mantida a nomenclatura tradicional para o grupo.

1.4. Grupo Bothrops neuwiedi

O agrupamento de espécies denominado grupo neuwiedi, foi proposto
inicialmente por Burger (1971), com base em dados morfoldgicos. Segundo o autor,
B. neuwiedi seria relacionada a B. itapetiningae e B. iglesiasi. Werman (1992), por
meio de analises morfolégicas e de alozimas, recuperou o grupo neuwiedi contendo
as espécies com escama lacunolabial dividida (B. alternatus, B. erythromelas, B.
itapetiningae e B. neuwiedi). Pesantes-Segura et al. (apud Campbell & Lamar, 2004)
sugeriram, de acordo com analises fenéticas de caracteristicas do hemipénis, que o
grupo neuwiedi fosse formado por B. andianus, B. erythromelas, B. iglesiasi e B.
neuwiedi.

As primeiras analises filogenéticas baseadas em dados moleculares de
sequéncias do gene mitocondrial para o citocromo b incluiram apenas B.
erythromelas (Kraus et al, 1996; Parkinson, 1999), ndo sendo possivel a
investigacao das relagdes propostas anteriormente.

Apés revisdo taxonbémica de Silva (2000, 2004) e Silva & Rodrigues (2008),

aléem de B. neuwiedi, seis espécies foram incorporadas ao grupo neuwiedi: B.

* A terminologia “grupo”, como empregada até este ponto, tem conotacéo geral e refere-se a um grande
agrupamento do ponto de vista filogenético (ou monofilético), contendo varias espécies mais aparentadas entre
si, em relagdo as demais. O termo “complexo” tem carater mais restrito e refere-se a um agrupamento do ponto
de vista taxondmico, no qual uma espécie formal, com grande variagédo, pode, apdés uma revisao taxonémica, ser
confirmada como uma espécie com ampla variagédo individual ou pode ser dividida em vérias espécies plenas. As
definicbes se confundem a medida que, apds revisdo taxonémica realizada por Silva (2000, 2004) e Silva &
Rodrigues (2008), algumas espécies novas agora reconhecidas passam a fazer parte do grupo. A primeira
abordagem compreendera Bothrops neuwiedi como grupo, e posteriormente (item 1.5), sera elucidado o histérico
do complexo.



diporus, B. lutzi, B. mattogrossensis, B. pauloensis, B. pubescens e B. marmoratus.
B. iglesiasi foi sinonimizada a B. lutzi.

As andlises filogenéticas baseadas em dados moleculares que sucederam a
revisdo taxonémica do grupo incluiram B. neuwiedi, B. erythromelas, B. itapetiningae
e B. alternatus, possibilitando o teste das hipoteses propostas por Burger (1971) e
Werman (1992).

As analises de Wister et al. (2002a), baseadas em sequéncias dos genes
mitocondriais cyt b e ND4, recuperaram B. neuwiedi como grupo irmao de B.
erythromelas; e B. itapetiningae como grupo irmao de B. alternatus, porém as
relacdes entre estas espécies nao foram recuperadas conforme sugeridas pela
abordagem morfolégica. Castoe & Parkinson (2006), adicionando as analises de
Wister et al. (2002a) dados dos genes 12S e 16S, obtiveram resultados
semelhantes, utilizando B. diporus, B. erythromelas e B. alternatus. Ambas as
analises recuperaram jararaca como grupo irmao do grupo neuwiedi.

Fenwick et al. (2009) realizaram a andalise mais completa para o grupo
neuwiedi, incluindo dados moleculares e morfolégicos de B. diporus, B.
erythromelas, B. neuwiedi e B. pauloensis. Foram utilizados caracteres
exclusivamente morfolégicos de B. mattogrossensis e B. andianus. Nao foram
incluidas as espécies B. lutzi, B. pubescens e B. marmoratus na analise (Figura 5).
Pela primeira vez, a hipbtese de B. andianus pertencer ao grupo neuwiedi pode ser
testada. A espécie foi recuperada em locais alternativos - ora como grupo irméao do
clado Bothrops + Bothriopsis, com a exclusao de B. pictus e B. venezuelensis, ora
como grupo irmao de Bothrocophias myersi dentro do clado Bothrops + Bothriopsis
(Figura 5). Os autores sugeriram que a espécie fosse alocada no grupo atrox, com
base na auséncia de escamas dorsais tuberculadas, que caracteriza Bothrocophias,
€ na presenca de escama lacunolabial compartilhada com Bothrops atrox.

Na analise que excluiu os taxons com dados exclusivamente morfologicos, o
monofiletismo do grupo neuwiedi foi recuperado (B. erythromelas (B. neuwiedi (B.
pauloensis, B. diporus))), sendo jararaca o grupo irmao. No entanto, na anélise que
incluiu também os taxons com dados exclusivamente morfoldgicos, B.
mattogrossensis apareceu relacionada a B. alternatus, e B. sanctaecrucis foi grupo
irmao do restante do grupo neuwiedi. Baseando-se na descricdo morfolégica original
proposta por Silva (2000, 2004) e Silva & Rodrigues (2008), os autores alocaram B.

mattogrossensis no grupo neuwied!.



As relacdes de B. itapetiningae, B. alternatus e B. andianus com 0 grupo
neuwiedi nao foram recuperadas nas andlises realizadas, sugerindo que a
composicao do grupo fosse restrita a oito espécies: B. erythromelas, B. neuwiedi, B.
diporus, B. lutzi, B. mattogrossensis, B. pauloensis, B. pubescens e B. marmoratus
(Silva, 2000, 2004; Wuster et al., 2002a; Castoe & Parkinson, 2006; Silva &
Rodrigues, 2008; Fenwick et al., 2009).

Os estudos realizados, sejam com dados morfoldégicos ou moleculares,
demonstram que a compreensao das relacoes filogenéticas das espécies do grupo
neuwiedi esta apenas comecgando, reforcando a necessidade de que mais estudos,
partindo de dados moleculares, bioquimicos, osteoldgicos, anatémicos e ecoldgicos,
sejam desenvolvidos, como indicam trabalhos recentes com abordagem
multidisciplinar (WUster et al., 2005a; Sanders et al., 2006; Fenwick et al., 2009).

1.5. Complexo Bothrops neuwiedi

A historia do complexo Bothrops neuwiedi iniciou-se no ano de 1824, com a
descricao de um espécime coletado no Estado da Bahia por Wagler, naturalista
alemao. A serpente foi coletada durante a viagem de Johann Baptist Ritter von Spix
e Carl Friedrich Philip von Martius pelo Brasil. O exemplar foi denominado Bothrops
neuwiedi em homenagem ao principe Maximilianus Wied-Neuwiedi, um dos
primeiros naturalistas a realizar uma viagem exploratéria da fauna e flora brasileiras,
durante o periodo do reinado de Dom Joao VI no Brasil.

Decorrido um século, nove subespécies foram descritas por Amaral (1925),
com base na variacao da coloracdo, padrdao de manchas do corpo e da cabeca, e
ocorréncia geografica: B. n. neuwiedi, B. n. bahiensis, B. n. minasensis, B. n.
goyazensis, B. n. mattogrossensis, B. n. paranaensis, B. n. pauloensis, B. n.
piauhyensis, B. n. riograndensis. Trés subespécies foram descritas posteriormente:
B. n. boliviana (Amaral, 1927), B. n. meridionalis (Amaral, 1930) e B. n. fluminensis
(Amaral, 1933).

A taxonomia do grupo passou por consideravel reformulacdo envolvendo a
sinonimizacao de varios taxons: B. n. bahiensis, sinbnimo junior de Lachesis lutzi
(Miranda-Ribeiro, 1915) passou a ser denominada B. n. lutzi (Amaral, 1930; Hoge,
1966); B. n. minasensis, sinbnimo junior de Bothrops urutu (Lacerda, 1884) foi
chamada B. n. urutu (Amaral, 1937; Hoge, 1966); B. n. riograndensis, sinbnimo

junior de Trigonocephalus pubescens (Cope, 1870) passou a ser denominada B. n.
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pubescens (Hoge, 1959, 1966); B. n. meridionalis, sinbnimo junior de Bothrops
diporus (Cope, 1862) passou a ser chamada B. n. diporus (Cochran, 1961; Hoge,
1966); B. n. fluminensis, sinbnimo junior de Bothrops atrox meridionalis (Cope, 1885)
foi denominada B. n. meridionalis (Hoge, 1966), e B. n. boliviana teve o nome
corrigido para B. n. bolivianus (Hoge, 1966).

Dessa forma, B. neuwiedi passou a ser considerado um complexo taxonémico
composto por 12 subespécies: B. n. neuwiedi, B. n. bolivianus, B. n. diporus, B. n.
goyazensis, B. n. lutzi, B. n. mattogrossensis, B. n. meridionalis, B. n. paranaensis,
B. n. pauloensis, B. n. piauhyensis, B. n. pubescens e B. n. urutu, com ampla
distribuicdo pelas areas abertas da América do Sul, ocorrendo no Brasil, Peru,
Bolivia, Paraguai, Argentina e Uruguai. Aparentemente nenhuma subespécie deste
complexo ocorria na Caatinga, dominio de B. erythromelas, e havia registros de uma
populacdo de B. n. mattogrossensis isolada nos enclaves de Cerrado em Humaita,
no Estado do Amazonas (Peters & Orejas-Miranda, 1970; Hoge & Romano-Hoge,
1980; Vanzolini et al., 1980; Campbell & Lamar, 1989; Silva, 2000).

A revisdo taxonbmica do complexo neuwiedi foi realizada por Silva (2000),
cujas principais conclusées foram publicadas em Silva (2004) e Silva & Rodrigues
(2008). Foram analisados seis caracteres morfométricos, 22 meristicos e caracteres
qualitativos (padrao dos desenhos, coloracdo de fundo e das manchas) para uma
amostra de 1759 exemplares de 360 localidades da América do Sul. Muitos
caracteres analisados tiveram grande variacdo em termos individual, sexual e
geografico. Os caracteres de folidose (contagem de escamas) apresentaram ampla
sobreposicao. Entre todas as caracteristicas avaliadas, apenas a morfologia dos
hemipénis mostrou-se conservada.

A grande variacao e sobreposi¢cao observadas impossibilitaram a utilizacdo de
varios caracteres quantitativos, de modo que, com base em caracteres
predominantemente qualitativos, foram identificados sete padrées, que permitiram a
elevacao de seis subespécies a categoria de espécies plenas, sendo seis
sinonimizadas e uma espécie nova reconhecida (Figuras 6 a 12, Tabela 2): B.
neuwiedi (sinbnimos: B. neuwiedi goyazensis, B. neuwiedi paranaensis, B. neuwiedi
meridionalis e B. neuwiedi urutu); B. diporus; B. lutzi (sinbnimos: B. neuwiedi
piauhyensis, B. iglesiasi); B. mattogrossensis (sinbnimo: B. neuwiedi bolivianus); B.
pauloensis; B. pubescens e B. marmoratus (Silva, 2000, 2004; Silva & Rodrigues,
2008).
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A analise de distribuicdo das espécies mostrou predominancia do grupo em
paisagens abertas, nos dominios morfoclimaticos do Chaco, Cerrado e Caatinga,
chamados de grande diagonal das formacbes abertas da América do Sul. Foi
observada ampla sobreposicdo das distribuicbes geograficas das diferentes
espécies, porém poucas ocorréncias de simpatria - apenas 25 localidades das 360
amostradas. Em 23 localidades, foi registrada a ocorréncia de duas espécies, € em
duas localidades, Brasilia (DF) e Campinorte (GO) foi registrada a ocorréncia de trés
espécies (Figura 13, Tabela 3). No entanto, segundo Silva (2000) ndo é possivel
dizer com seguranga se as espécies sao sintépicas.

B. diporus, B. lutzii B. mattogrossensis, B. neuwiedi e B. pauloensis
apresentaram-se distribuidas amplamente por diferentes ambientes, enquanto B.
pubescens e B. marmoratus mostraram distribuicoes restritas a ambientes
ecologicamente mais homogéneos. Trés espécies exibiram estreita relacdo com o
dominio dos Cerrados: B. lutzi, B. pauloensis e B. marmoratus, sendo a ultima
detectada exclusivamente neste habitat. Duas espécies foram associadas ao
dominio do Chaco, mas nao exclusivamente: B. diporus e B. mattogrossensis.
Bothrops neuwiedi foi registrada em areas montanhosas ao longo da costa leste do
Brasil, principalmente em regides com altitudes superiores a 1000 m, e B.
pubescens foi predominante nas Coxilhas do Rio Grande do Sul e Uruguai (Silva,
2000, 2004; Silva & Rodrigues, 2008) (Figuras 6 a 12).

De acordo com Silva (2000), foi possivel separar as espécies em dois grupos,
conforme o padrdo de coloracdo: um com manchas dorsais de bordas bem
marcadas e presenca de manchas intercalares entre as manchas principais,
representado por B. neuwiedi, B. diporus, B. mattogrossensis e B. pubescens, e 0
outro, com manchas dorsais de bordas difusas e manchas intercalares ausentes ou
pouco nitidas, composto por B. lutzi, B. marmoratus e B. pauloensis (Tabela 2,
Figuras 6 a 12). Esta dicotomia foi recuperada nas analises de distancia e
parciménia realizadas pelo autor. Na andlise de parciménia (Figura 14), utilizando B.
erythromelas como grupo externo, foram recuperados trés grupos monofiléticos: o
primeiro clado recuperou a relagao (B. neuwiedi + B. pubescens), grupo irmao do
segundo clado (B. diporus + B. mattogrossensis); e o terceiro clado recuperou B.
marmoratus, B. lutzi e B. pauloensis, cujas relacbes internas nao foram resolvidas,

como grupo irmao dos demais.
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Silva (2000) propds que a proximidade filogenética de B. diporus e B.
mattogrossensis, sustentada pelas sinapomorfias do tipo de ornamentacdo das
supralabiais e sua extensdo, aliada a proximidade de distribuicdo geografica das
duas espécies na regiao centro-oeste da América do Sul, sugere que elas tenham
compartilhado um ancestral comum recentemente.

Apesar de as distribuicbes geograficas atuais de B. marmoratus, B. lutzi e B.
pauloensis nao refletirem necessariamente a ocupacgdo ancestral, Silva (2000)
sugeriu que as ocorréncias contiguas em algumas areas e as sobreposicoes das
trés espécies em Brasilia (DF) corroboram uma origem comum, muito provavelmente
nos Cerrados do Brasil Central.

Quanto a relagao de B. neuwiedi com B. pubescens, aventou-se que as duas
espécies faziam parte de uma populacao da regido leste da América do Sul, que
sofreu fragmentacdo (Silva, 2000). Como resultado, tais espécies nao se
diferenciaram completamente, uma vez que existem registros de formas
intermediarias, identificadas como hibridas (Amaral, 1930; Lema et al., 1984; Silva,
2000).

Silva (2000) ressaltou dois extremos verificados entre as espécies estudadas:
populacdes isoladas, mas morfologicamente indistintas pela falta de tempo para a
especiacao, conforme observado com B. mattogrossensis em Humaita (AM) e B.
neuwiedi em ltidba (BA); e populacbes em simpatria e completamente distintas,
como ocorre com B. neuwiedi e B. pauloensis no Estado de Sdo Paulo.

Com base neste histérico, esclarecimentos sobre o grupo neuwiedi sao
extremamente relevantes por causa do impacto na saude. A questdo dos acidentes
ofidicos é tdo importante que a sua notificacdo ao Sistema de Informacdo de
Notificacdo de Agravos (SINAN) do Ministério da Saude tornou-se obrigatéria. O
grupo neuwiedi foi apontado como o terceiro mais comum entre as serpentes
recebidas pelo Instituto Butantan, de 1900 a 1962 (Belluomini, 1971). Em
levantamento realizado por Rojas et al. (2007), foi o terceiro maior responsavel
pelos acidentes provocados por Bothrops no noroeste do Estado de Sao Paulo, e
em algumas regides chega a ser 0 maior responsavel, como na regiao nordeste
(Castro , 2008).

Pouco conhecimento foi acumulado na ultima década sobre as espécies grupo
neuwiedi desde a revisdo taxonémica realizada por Silva (2000, 2004) e Silva &

Rodrigues (2008). Apenas alguns trabalhos enfocando a ecologia e biologia
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reprodutiva foram desenvolvidos, permanecendo uma grande lacuna na
compreensao da historia evolutiva e diversidade deste grupo de serpentes
Neotropicais (Martins et al., 2001, 2002; Valdujo et al., 2002; Hartmann et al., 2005;
Monteiro et al., 2006).

1.6. Abordagens moleculares: consideracoes sobre inferéncias
filogenéticas baseadas em sequéncias de DNA

Os estudos de inferéncia filogenética buscam levantar as hip6teses mais
provaveis de relacoes de parentesco entre os organismos atuais e fésseis, partindo
da premissa de que eles estéo interligados por relacbes de ancestralidade comum
(Moritz & Hillis, 1996; Wheeler et al., 2006).

Quando os dados sao sequéncias de bases do DNA, as evidéncias sao as
mudancgas genéticas detectadas nessa molécula, como a substituicao simples de
bases, adicdes/delecdes e, em menor numero, alteragdes envolvendo grandes
diferencas que sao usualmente encontradas na regidao controladora (Nichols, 2001).

As metodologias mais comumente empregadas para estimativas filogenéticas
sao: maxima parciménia (MP), na qual a arvore filogenética preferencial é aquela
que requer o menor numero de mudancas evolutivas (Albert, 2006); maxima
verossimilhanca (MV), método estatistico que assume um modelo de evolugéo
molecular para determinado alinhamento de sequéncias, otimizando todos os
parametros desse modelo até que se obtenha o maximo de probabilidade global
(Felsenstein, 1981); e andlise bayesiana (AB), que utiliza simulagdes de cadeias de
Markov, nas quais todos os parametros do modelo s&o tratados como variaveis
aleatorias, inclusive a prépria filogenia, gerando uma amostragem a posteriori, que é
proporcional a probabilidade posterior da melhor filogenia, dado o alinhamento
(Larget, 2005).

Algumas criticas a maxima parciménia sao o pressuposto de taxas evolutivas
homogéneas nos diferentes sitios e a possibilidade de ocorréncia do fenédmeno de
atracdo de ramos longos (Felsenstein, 1981), onde nds que unem ramos que
sofreram mais substituicbes podem ser resgatados com probabilidade nao-trivial, e
de forma consistente, do ponto de vista estatistico. A maxima verossimilhanca e a
andlise bayesiana sdo métodos que utilizam modelos evolutivos, que permitem a
correcao da subestimativa da distancia entre as sequéncias (Felsenstein, 2004). No

entanto, o numero de premissas aumenta significativamente em funcdo do modelo
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escolhido, e, se a escolha ndo for adequada, pode resultar na recuperacdo de
grupos monofiléticos incorretos (Felsenstein, 2004).

O marcador molecular mais amplamente utilizado em estudos filogenéticos e
filogeograficos € o DNA mitocondrial (DNAmt), que se tornou popular na década de
1970, quando foram realizados os primeiros estudos com fragmentos de DNA de
diferentes tamanhos (RFLP — Restriction Fragments Length Polymorphism), gerados
pela acao de enzimas de restricao (Avise, 2004).

Com o advento das técnicas de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), o
DNAmt tornou-se uma ferramenta poderosa em abordagens moleculares, por meio
do sequenciamento de genes, e, mais recentemente, em trabalhos baseados no

genoma mitocondrial total (Avise, 2004, 2009).

1.7. O DNA mitocondrial em serpentes

Os genes mitocondriais tém sido alvo dos estudos herpetolégicos, como em
diversos outros grupos de vertebrados, que visam a distingdo de populag¢des de uma
mesma espécie e suas historias evolutivas (Grazziotin et al., 2006; Castoe et al.,
2009), relacoes filogenéticas (Kraus et al., 1996; Parkinson, 1999; Wuster et al.,
2002a, 2002b; Castoe & Parkinson, 2006; Geurgas et al., 2008, Fenwick et al.,
2009), definicao de espécies (Puorto et al., 2001; Wiens & Penkrot, 2002; Kelly et al.,
2008), e a evolucao dos genes mitocondriais (Kumazawa et al., 1996; Jiang et al.,
2007).

Entre os viperideos Neotropicais, 0s genes amplamente utilizados para este
tipo de abordagem foram o cyt b e ND4. Posteriormente, alguns trabalhos
empregaram sequéncias dos genes ribossomais 12S e 16S (Wuster et al., 1999,
2002a, 2002b, 2008; Slowinski & Lawson, 2002; Castoe & Parkinson, 2006; Sanders
et al., 2006; Fenwick et al., 2009). Mais recentemente, os estudos filogenéticos tém
sido baseados na combinacdo de informacdes de genes nucleares associados aos
marcadores mitocondriais, na tentativa de estimar arvores de espécies mais
préximas da verdadeira, pois diferentes regides gendmicas podem ter diferentes
histérias evolutivas ao longo dos ramos de uma arvore de relacbes de espécies.
Com esta tendéncia, também surgiram novos desafios a serem superados, como por
exemplo, a discordancia entre as arvores de genes mitocondriais e nucleares (Avise,
2004; Slowinski & Lawson, 2002; Degnan & Rosenberg, 2006, 2009; Castoe et al.,
2007; Hedges et al., 2009).
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O conteudo génico mitocondrial em vertebrados é relativamente conservado,
mas se observam rearranjos na ordem génica em alguns grupos como anfibios,
aves e marsupiais (Yoneyama, 1987; Desjardins & Morais, 1990; Paabo et al.,
1991).

As serpentes possuem caracteristicas pouco comuns dentre outros
vertebrados, incluindo genes mais curtos, RNAs transportadores truncados, regiao
controle duplicada e taxas evolutivas mais aceleradas (Kumazawa et al., 1996, 1998;
Dong & Kumazawa, 2005; Jiang et al., 2007).

A duplicacao da regiao controle é uma sinapomorfia de Alethinophidia (Dong &
Kumazawa, 2005; Jiang et al., 2007) e foi verificada uma surpreendente semelhanca
entre as regides controle de individuos da mesma espécie, comparavel a encontrada
para 0s genes ribossomais (Jiang et al, 2007) (Figura 15). Devido essa
homogeneidade das sequéncias nucleotidicas, Jiang et al. (2007) sugerem que as
duas regides estejam sob evolugdo em concerto.

Somente alguns trabalhos foram realizados com intuito de esclarecer a histéria
evolutiva de serpentes Neotropicais, portanto, o padrdao de diversificacdo destes
organismos ainda € pouco compreendido (Wuster et al., 1999, 2002a, 2002b, 2005b,
2008; Slowinski & Lawson, 2002; Castoe & Parkinson, 2006; Grazziotin et al., 2006;
Sanders et al., 2006; Daza et al., 2009; Fenwick et al., 2009).

O entendimento sobre a evolugédo destas serpentes torna-se ainda mais dificil,
dada a complexidade abibtica e bidtica da regidao Neotropical, a qual impede que
generalizagbes sejam feitas com relagdo aos processos evolutivos histéricos
responsaveis pela diversidade observada na regiao (Daza et al., 2009).

Neste contexto, as espécies do grupo neuwiedi, amplamente distribuidas e
pouco compreendidas até o momento, desmonstram ser um excelente exemplo de

biodiversidade a ser estudado.

15



Tabela 1. Estimativa do niUmero de espécies da Ordem Squamata por grupo taxonémico

(Uetz, 2009; Oguiura et al., 2010).

Grupo taxonoémico N¢ espécies
I. Ordem Squamata 8430
Il. Subordem Sauria (Lagartos) 5080
Subordem Amphisbaenia (Anfisbenas) 200
Subordem Serpentes 3150
ll. Infraordem Scolecophidia 380
Infraordem Alethinophidia 2770
IV. Parvordem Amerophidia 24
Parvordem Henophidia 200
Parvordem Caenophidia 2570
V. Familia Viperidae 270
VI. Subfamilia Viperinae 62
Subfamilia Azemiopinae 1
Subfamilia Crotalinae 207
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Tabela 2. Compilacdo dos dados sobre o complexo neuwiedi, a partir de Silva (2000, 2004) e Silva & Rodrigues (2008), com taxons

validos e alguns de seus sinbnimos.

Taxons validos

Sin6énimos

Caracteristicas
morfol()gicas

B. neuwiedi
(Wagler, 1824)

B. n. neuwiedi (Amaral, 1925)

B. n. goyazensis (Amaral, 1925)

B. n. paranaensis (Amaral, 1925)

B. urutu (Lacerda, 1884), B. n. minasensis (Amaral, 1925), B. n. urutu (Amaral, 1937; Hoge, 1966)
B. atrox meridionalis (Cope, 1885), B. n. fluminensis (Amaral, 1933), B. n. meridionalis (Hoge, 1966)

B. mattogrossensis
(Amaral, 1925)

B. n. mattogrossensis (Amaral, 1925)
B. n. boliviana (Amaral, 1927), B. n. bolivianus (Hoge, 1966)

B. pubescens
(Cope, 1870)

Trigonocephalus pubescens (Cope, 1870), B. n. riograndensis (Amaral, 1925), B. n. pubescens (Hoge, 1959,
1966)

B. diporus
(Cope, 1862)

B. n. meridionalis (Amaral, 1930), B. n. diporus (Cochran, 1961; Hoge, 1966)

Manchas dorsais de
bordas bem
marcadas e
presenca de
manchas
intercalares entre as
manchas principais

B. pauloensis
(Amaral, 1925)

B. n. pauloensis (Amaral, 1925)

B. lutzi
(Miranda-Ribeiro, 1915)

Lachesis lutzi (Miranda-Ribeiro, 1915), B. n. bahiensis (Amaral, 1925), B. n. lutzi (Amaral, 1930; Hoge, 1966)
B. n. piauhyensis (Amaral, 1925)
B. iglesiasi (Amaral, 1923)

B. marmoratus
(Silva & Rodrigues, 2008)

Manchas dorsais de
bordas difusas e
manchas
intercalares
ausentes ou pouco
nitidas
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Tabela 3. Dados sobre a sobreposicdo da distribuicdo geogréafica de sete espécies do grupo neuwiedi e numero de ocorréncia de

simpatria comprovada das espécies (Silva, 2000, 2004; Silva & Rodrigues, 2008).

B. diporus B. lutzi B. mattogrossensis B. marmoratus B. neuwiedi B. pauloensis B. pubescens
.S B. diporus - X X X X
S8 | B lutzi - X X X
oD
'3, g.\, B. mattogrossensis X - X X
ézg B. marmoratus X - X X
O
£ 5 | B_neuwiedi X X X X : X
o 2
® = | B. pauloensis X X X X X -
° | B pubescens X -
B. diporus -
) B. lutzi -
© 1]
.g ‘£ | B. mattogrossensis 1 -
1]
<§ g— B. marmoratus -
§ @ | B. neuwiedi 2 -
B. pauloensis 1 9 3 12 -

B. pubescens
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60196 — Elapsoidea
Laticauda
Bungarus Elapidae
Dendroaspis
Micrurus
Leioheterodon
Psammophvlax
Lamprophis
Mehelya
Alsophis
Diadophis
Leprodeira

Lamprophiidae

Dipsadidae @
Caenophidia :
p Hapsidophrys i
\SJ’IU{} Phyllorinvnchus | Colubridae iy
/ Bothriechis | Viperidae

Stoliczkaia | Xenodermatidae
Acrochordus | Acrochordidae

100/ 100 — Rhinophis T Alethinophidia
L Urepeltis pe @

Casarca | Bolyeniidae
Charina

100/ 100

75/100

Lichanura
99/ 100 Boa
B Gongnlophis
74100 Er_r_\; Boidae
65/100 62/ Candoia 2
Ungaliophis
L Calabaria
100/100 | Acrantophis
82/06 — Liasis
Serpentes 99100 "L 4podora Pythonidae
9_!-"1“} Python
; : Loxocemus | Loxocemidae
1007100 | L Xenopeltis | Xenopeltidae
100/100 — Tropidophis . -
6£0/00 E Tm‘:“ J;_rb.l:m ITropldophuda__il @
. Anilius | Aniliidae
W 100100 — Typh - '
s / Vphlops
85/96 I_E Rampﬁunpfi."apﬁ | e Laniasa Scolecophidia
Lepton pln‘n,r:ri | Leptotyphlopidae
100y mlu_E Agama Agamidae

60/100 S8 - . . :
— Chamaeleo | Chamagleonidae
L Seeloporus | lguanidae f’%
98/100 — Anniclla
) 69/100 E Diploglossinae Angmdae ﬁ-)
Anguimorpha Heloderma | I-Ielodemlahdae =

/18
= 0%/05/98/100 _/57 Varanus | Varanidae
Shinisaurus | Xenos aunda e
89/ 100 — Trogonophidae

100/100 Amphisbaena I‘\Inphlbhdbllldﬂb m
. 85/100 Ripes | Bipedidae
< 50/80] 77100 80 r— Rhinewra | Rhineuridae
- 80 L Lacerta | Lacertidae ‘}sﬂ
100 - Teiinae | Teiidae N
Gymnophihalmus | Gymnophthalmidae

100/100 — Eumeces | j
E rc Scincidae (3;
< S/100 Tiliguea J@'

; - Nanmsia | Xantusiidae
100/ 100
Cordylus | Cordylidae

100/100 (— Lialis @
— Gekkoninae Gekkonidae

Dibamus | Dibamidae
Sphenodontidae | Sphenodontida
Pelomedusidae | Chelonia (turtle)

69768

Figura 1. Relacdes filogenéticas da Ordem Squamata baseadas em sequéncias dos genes
nucleares Ragi (gene de ativagdo de recombinagdo 1) e c-Mos (proto-oncogene do
sarcoma de Moloney) (Vidal & Hedges, 2004). Em destaque, as infraordens Scolecophidia
(em azul) e Alethinophidia (em vermelho), que compdem a Subordem Serpentes.
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Rigueza de espécies
B
5
10
.

Figura 2. Distribuicdo de viperideos, com destaque para a riqueza de espécies, segundo
Terribile et al. (2009).
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Figura 3. Relacdes filogenéticas entre membros da familia Viperidae baseadas em
sequéncias de genes mitocondriais (cyt b, ND4, 12S e 16S). Arvore parcial de inferéncia
bayesiana retirada de Wuster et al. (2008).
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Gloydius

0.88

——— Trimeresurus

| I Ovophis
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— Gloydius
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— Lachesis
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_: Bothriopsis
1.00 Bothrops

Opun|\ OAON

Figura 4. Relacoes filogenéticas da Subfamilia Crotaline para os géneros que ocorrem no
continente americano. Arvores de inferéncia bayesiana baseadas em sequéncias do cyt b, 12S,
16S e ND4 do DNA mitocondrial, adaptadas das propostas de: (A) Wister et al. (2008) e (B)
Castoe et al. (2009). Em destaque a posigao de Bothriechis e os suportes encontrados para sua
relagdo com demais os géneros.
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Agkistrodon contortrix

Atropoides picadoi
_:rmpmdmn godmani

_r Bothrocophias hyoprora
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Bothrocophias myersi <~

JLI:BDthmcnphias campbelli
- Bothrops venezuelensis +

Bothrops pictus

0.1 changes [ character

Bothrops andianus +

Bothrops ammodytoides
Bothrops cotiara

Bothrops fonsecai

Bothrops alternatus
Bothrops mattogrossensis +
Bothrops itapetiningae

Bothrops jonathani
Bothrops insularis
_fﬂn throps alcatraz
.."5'.3;‘ Bothrops jararaca

Bothrops sanctaecrucis +
Bothrops erythromelas

53
5= 69

Bothrops neuwiedi
H;I;_GE Bothrops diporus
56 62 Bothrops pauloensis
1 Bothriopsis chloromelas
Bothriopsis taeniata
Bothriopsis pulchra
Bothriopsis b. bilineata
- Bothriopsis b. smaragdina
- —  Bothrops barnetti 4~

ﬂDEthI‘OPS brazili
= Bothrops jararacussu

E Bothrops osbornei
_C Bothrops punctatus
92 Bothrops caribbaeus
6—_5"' Bothrops lanceolatus

Bothrops asper

Bothrops marajoensis

Bothrops moojeni
Bothrops leucurus

Bothrocophias

Rhinocerophis

Bothropoides

Bothriopsis

Bothrops

Figura 5. Relacoes filogenéticas propostas por Fenwick et al. (2009). Filograma de consenso de
50% a partir de inferéncia bayesiana obtida de sequéncias de DNA mitocondrial (cyt b, 12S, 16S
e ND4) e caracteres morfolégicos. Em destaque os novos géneros propostos; os taxons
recuperados em locais alternativos nas analises sdo marcados com simbolo (4-).
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Bothrops neuwiedi

Figura 6. Bothrops neuwiedi. (A) Distribuicdo geografica (Silva, 2004). (B) Exemplar de
Irati, Parana (foto de Nelson Jorge da Silva, retirada de Campbell & Lamar, 2004). (C)
Padréo de manchas da espécie (Silva, 2004; Silva & Rodrigues, 2008).

Bothrops diporus

Figura 7. Bothrops diporus. (A) Distribuicdo geografica (Silva, 2004). (B) Exemplar de
Tucunduva, Rio Grande do Sul (foto de Tais Machado). (C) Padrdo de manchas da
espécie (Silva, 2004; Silva & Rodrigues, 2008).
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Atlantic Ocean

65 680’ 55/ 50 45 40 35
A

Figura 8. Bothrops Iutzi. (A) Distribuicdo geografica (Silva, 2004). (B) Exemplar de
Urucui-Una, Piaui (foto de Miguel T. Rodrigues retirada de Campbell & Lamar, 2004). (C)
Padrao de manchas da espécie (Silva, 2004; Silva & Rodrigues, 2008).

A

Figura 9. Bothrops mattogrossensis. (A) Distribuicao geografica (Silva, 2004). (B)
Exemplar da Chapada dos Guimaraes, Mato Grosso (foto de Christine Striissmann). (C)
Padrao de manchas da espécie (Silva, 2004; Silva & Rodrigues, 2008).
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Atlantic Ocean

]

65 60 55 50 45 40 35
A 35

Figura 10. Bothrops marmoratus. (A) Distribuicdo geogréfica (Silva, 2004). (B)
Exemplar de Leopoldo de Bulhdes, Goias (foto de Marta Magalhaes). (C) Padrao de
manchas da espécie (Silva, 2004; Silva & Rodrigues, 2008).

Bothrops pauloensis Atlantic Ocean

alr oS e e e W

Figura 11. Bothrops pauloensis. (A) Distribuicdo geografica (Silva, 2004). (B) Exemplar
de Avaré, Sao Paulo (foto de Ivan Sazima retirada de Campbell & Lamar, 2004). (C)
Padrao de manchas da espécie (Silva, 2004; Silva & Rodrigues, 2008).
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20 - LT
Bothrops pubescens

Atlantic Ocean

Figura 12. Bothrops pubescens. (A) Distribuicdo geografica (Silva, 2004). (B) Exemplar
de Barra do Ribeiro, Rio Grande do Sul (foto de Tais Machado). (C) Padrao de manchas
da espécie (Silva, 2004; Silva & Rodrigues, 2008).

© Bothrops neuwiedi

O Bothrops pauloensis

@ Bothrops lutzi

@ Bothrops marmoratus

© Bothrops mattogrossensis
O Bothrops diporus

O Bothrops pubescens

Figura 13. Mapa com a sobreposicao das distribuicdes geograficas das espécies do
grupo neuwiedi, compilado a partir de Silva (2004).
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B. erythromelas

B. diporus

B. mattogrossensis

B. neuwiedi

B. pubescens

B. lutzi

B. marmoratus “

B. pauloensis

Figura 14. Arvore de parciménia baseada em dados morfolégicos de Bothrops do grupo
neuwiedi (Silva, 2000), com modificacoes.

Regiao
Controle |
S

Figura 15. Molécula de DNA mitocondrial tipica de serpentes, com a regido controle
duplicada (Dong & Kumazawa, 2005).
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho é investigar as relagdes de parentesco das oito
espécies de Bothrops do grupo neuwiedi, por meio de reconstrucdes filogenéticas
obtidas a partir de sequéncias dos genes mitocondriais citocromo b e ND4, com o
intuito de contribuir para a sistematica molecular do grupo, caracterizar os possiveis

limites especificos e inferir eventuais processos evolutivos associados a histéria do

grupo.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material

A grande maioria dos tecidos utilizados neste trabalho foi cedida por Bancos de
Tecidos, criadouros de serpentes e doacdes particulares de alguns pesquisadores
(Tabela 4).

Foram obtidas 140 amostras de espécimes do grupo neuwiedi, sendo quatro
mudas, 81 fragmentos de escamas e 55 de figado (Tabela 4). Foram amostradas 92
localidades de 13 estados brasileiros (Tabela 5, Figura 16).

Das 140 amostras, foi realizada a coleta de tecidos de 52 espécimes pelo
nosso grupo: 49 amostras de escamas, sendo 27 do Laboratério de Herpetologia do
Instituto Butantan (IBu) e 22 do Nucleo de Ofiologia de Porto Alegre, e trés amostras
de figado de B. neuwiedi, obtidas de animais sacrificados em nosso laboratério,
(TM29, TM30 e TM31) procedentes de Baependi, MG (Figura 18).

Na Tabela 5 sdo apresentados os numeros de tombo dos exemplares
depositados na Colecao Herpetoldgica “Alphonse Richard Hoge” - I1Bu (IBSP); no
Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP), Colecao Herpetoldgica
da Universidade Nacional de Brasilia (CHUNB) e Colecao Herpetolégica da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP).

Pesquisadores colaboradores identificaram 14 exemplares de nossa amostra e
o Dr. Vinicius Xavier da Silva confirmou a identificacdo de 125 espécimes (82
exemplares fotografados e 43 vouchers de colecdo), segundo classificacdo
taxonémica proposta por Silva (2000, 2004) e Silva & Rodrigues (2008) (Tabela 4).
Apenas o espécime de Piracicaba (TM27) da colecéo do IBu nao teve a identificacdo
confirmada, por extravio do voucher (Tabela 5).
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Cinco individuos apresentaram morfologia intermediaria entre as espécies B.
neuwiedi, B. pauloensis, B. marmoratus e B. mattogrossensis, que serao
representados neste trabalho por B. neuwiedi/pauloensis (TM74 e TM75); B.
marmoratus/pauloensis (TM127 e TM119); B. marmoratus/mattogrossensis (TM130).
Estes morfotipos intermediarios e os espécimes do estado de Goias passaram por
uma analise morfologica prévia em fotografias, mas necessitaram de confirmacgao
posterior in loco, realizada pelo Dr. Vinicius Xavier da Silva (Tabelas 4 e 5).

Os genes sequenciados para cada um dos 140 exemplares sao indicados na
Tabela 5 e, adicionalmente, para compor as matrizes utilizadas nas analises, foram
utilizadas sequéncias do GenBank (NCBI, 2009) de espécimes dos géneros
Bothrops, Bothriopsis, Bothrocophias e Porthidium (Tabela 6).
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Tabela 4. Listagem dos Bancos de Tecidos, criadouros de serpentes e pesquisadores que cederam amostras de tecido para este

trabalho, nimero de amostras cedidas, tipo de tecido (E = escama, F= figado, M = muda) e método utilizado para a identificacdo dos

exemplares amostrados.

Doadores N2 amostras Tecido Identificacao
Colecao “Alphonse Richard Hoge” - 1Bu 34 31F+3E 33 vouchers examinados*
Museu de Zoologia - USP 3 F 3 vouchers examinados®
9 exemplares identificados pelo grupo do Dr. Miguel T. Rodrigues
Departamento de Zoologia - IBUSP 14 F 5 vouchers examinados*
Colecao Herpetolbdgica - UnB 1 F Voucher examinado*
Laboratério de Animais Peconhentos e Toxinas- UFPE 1 E Por fotografia*
Universidade Passo Fundo 2 E Identificados por Noeli Zanella e Simone Nunes
Laboratério Herpetologia — IBu 27 E Por fotografia*
Nucleo Ofiolégico de Porto Alegre 22 E Por fotografia*
Universidade Federal da Bahia 1 M Por fotografia*
Centro de Estudos e Pesquisas Bioldgicas - UCG 16 E Por fotografia e examinados pessoalmente”
Centro de Biologia Molecular e Genémica - PUCRS 1 M Identificado por Arlindo de Figueiredo Beda
Nucleo de Ofiologia Regional do Mato Grosso - UFMT 12 1F+11E Por fotografia*
Universidade Federal de Vigosa 1 M Por fotografia*
Universidade Federal de Ouro Preto 2 F Por fotografia*
Vinicius X. Silva — UNIFAL 1 M Por fotografia*
Paula H. Valdujo - IBUSP 2 F Identificados por Paula H. Valdujo

* Identificagao realizada pelo Dr. Vinicius Xavier da Silva (UNIFAL)
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Tabela 5. Listagem dos espécimes amostrados: espécie, niumero do laboratério, nimero de campo/tombo, procedéncia, coordenadas

geogréaficas, tipo de tecido (E = escama, F= figado, M = muda) e genes cujas sequéncias foram obtidas neste trabalho (cyt b e ND4).

Espécie N2 Lab N¢ campo/tombo Localidade UF Latitude  Longitude Tecido cytb ND4
B. diporus TM 65 BNF 9302-06 Itaipu PR -25.683 -54.433 E X
TM 66  BNF 9302-10 Itaipu PR -25.683 -54.433 E X X
TM 214 3748 Chiapeta RS -27.923 -53.941 E X X
TM 44  UPF 503 Constantina RS -27.735 -52.992 E X X
TM 45  UPF 561 Jéia RS -28.647 -54.122 E X
TM 213 3034 Jéia RS -28.647 -54.122 E X
TM 198 3209-E Passo Fundo RS -28.263 -52.407 E X
TM 209 3230 Santiago RS -29.192 -54.867 E X X
T™M 215 3161H Trés Passos RS -27.456 -53.932 E X X
TM 206 3810 Tucunduva RS -27.657 -54.440 E X X
TM 208 3734 Tucunduva RS -27.657 -54.440 E X X
™ 217 2277 Tuparendi RS -27.756 -54.482 E X X
TM 16 IBSP 60323 Blumenau SC -26.919 -49.066 F X X
TM 32 IBSP 60327 Blumenau SC -26.919 -49.066 F X X
B. erythromelas TM 58 MRT 3742 Alagoado BA -9.483 -41.350 F X X
TM 02 7030681 Ibitira BA -12.652 -42.218 E X X
TM57 MTR 11185 Santo Inacio BA -11.065 -42.430 F X X
TM59  MRT 3497 Santo Inacio BA -11.065 -42.430 F X X
TM 95 467 Petrolandia PE -9.069 -38.303 E X X
B. lutzi TM 223 3699 Ibiraba BA -10.800 -42.833 M X X
TM 108 PHV 1479 Jaborandi BA -14.482 -45.858 F X X
TM 109 PHV 1994 Jaborandi BA -14.319 -45.924 F X
TM 60 MZUSP 12536 Urugui-Una PI -7.229 -44.556 F X X
TM 104 MTR 14196 EESGT (Estacao Ecolégica Serra Geral do Tocantins) TO -10.744 -47.536 F X X
TM 105 MTR 14488 EESGT TO -10.744 -47.536 F X
TM 106 MTR 14800 EESGT TO -10.744 -47.536 F X
B. marmoratus TM 148 CHUNB19281 Reserva Ecolégica do IBGE (RECOR) DF -15.944 -47.885 F X X
™™ 118 8171 Goiania GO -16.679 -49.254 E X X
TM 116 6511 Hidrolandia GO -16.962 -49.229 E X X
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Continuacao Tabela 5.

Espécie N2 Lab N¢ campo/tombo Localidade UF Latitude  Longitude Tecido cytb ND4

B. marmoratus TM 111 13422 Jatai GO -17.881 -51.714 E X X
TM 129 12742 Leopoldo de Bulhdes GO -16.619 -48.744 E X X
TM 113 14067 Luziania GO -16.253 -47.95 E X X
TM 131 MZUSP 15006 Serra da Canastra - Sdo Roque de Minas MG -20.245 -46.366 F X
TM 17  IBSP 73286 Serra do Salitre MG -19.111 -46.69 F X X
TM 87 BN 0202 Lajeado TO -9.751 -48.358 E X X
TM 88 BN 0203 Lajeado TO -9.751 -48.358 E X X

B. marmoratus/mattogrossensis TM 130 12734 Caiap6nia GO -16.957 -51.81 E X X

B. marmoratus/pauloensis T™M 127 13237 Aporé GO -18.965 -51.926 E X X
TM 119 13417 Hidrolandia GO -16.962 -49.229 E X X

B. mattogrossensis TM 176 CBGMS833 Aquidauana MS -20.471 -55.787 M X X
TM 168 NORMAT95 Chapada dos Guimaraes MT -15.461 -55.75 E X X
TM 172 NORMAT113 Chapada dos Guimaraes MT -15.461 -55.75 E X X
TM 154 NORMAT126 Cuiaba MT -15.596 -56.097 E X X
TM 157 NORMAT239 Cuiaba MT -15.596 -56.097 E X X
TM 160 NORMAT292 Cuiaba MT -15.596 -56.097 E X X
TM 161 NORMAT280 Cuiaba MT -15.596 -56.097 E X X
TM 162 NORMAT109 Cuiaba MT -15.596 -56.097 E X
TM 164 NORMAT97 Cuiaba MT -15.596 -56.097 E X
TM 169 NORMAT213 Cuiaba MT -15.596 -56.097 E X X
TM 165 NORMAT199 Cuiaba MT -15.596 -56.097 E X
T™M173 - Serra da Borda, V. Bela da Santissima Trindade MT -15.008 -59.951 F X
TM 163 NORMAT134 Jauru, Vale de Sdo Domingos MT -15.342 -58.866 E X

B. neuwiedi TM28 IBSP 71063 Aiuruoca MG -20.025 -44.603 F X X
TM72 BN 0101 Aiuruoca MG -20.025 -44.603 E X X
TM73 BN 0318 Aiuruoca MG -20.025 -44.603 E X
T™M224 - Alfenas MG -21.429 -45.947 M X
TM22  IBSP 73007 Andradas MG -22.068 -46.569 E X
TM78 BN 0406 Andradas MG -22.068 -46.569 E X X
TM 10  IBSP 74565 Baependi MG -21.959 -44.89 F X X
TM29 IBSP 74563 Baependi MG -21.959 -44.89 F X X
TM 30 IBSP 74564 Baependi MG -21.959 -44.89 F X X
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Continuacao Tabela 5.

Espécie N2 Lab N¢ campo/tombo Localidade UF Latitude  Longitude Tecido cytb ND4

B. neuwiedi T™ 31 IBSP 74566 Baependi MG -21.959 -44.89 F X X
TM 89 BN 9926 Congonhas MG -20.5 -43.858 E X
TM 53 MTR 9979 Diamantina, Comarca de Biribiri MG -18.249 -43.6 F X
T™M110 - Itabirito MG -20.253 -43.801 M X
TM 08 IBSP 74040 Machado MG -21.402 -45.551 F X X
TM79 BN 0309 Machado MG -21.402 -45.551 E X
TM84 BN 0413 Machado MG -21.402 -45.551 E X
TM54 JC 870 Mariana MG -20.378 -43.416 F X X
TM91  MZUSP 15724 Mariana MG -20.378 -43.416 E X X
TM 12  IBSP 72925 Munhoz MG -22.613 -46.361 F X X
TM 41  IBSP 73477 Munhoz MG -22.613 -46.361 F X
TM76 BN 0203-02 Munhoz MG -22.613 -46.361 E X X
TM 136 UFOP 6315 Ouro Branco MG -20.521 -43.692 F X X
TM 142 UFOP 6645 Ouro Branco MG -20.521 -43.692 F X
TM 83 BN 0410 Pogos de Caldas MG -21.788 -46.561 E X
TM 07 IBSP 72736 Sao Gongalo do Rio Preto MG -18.001 -43.232 F X X
TM 14 IBSP 74088 Séo Gongalo do Rio Preto MG -18.001 -43.232 F X X
TM 05 IBSP 73004 Séao Vicente de Minas MG -21.713 -44.444 F X X
TM 33 IBSP 73005 Sao Vicente de Minas MG -21.718 -44.444 F X X
TM 38 IBSP 73006 Séao Vicente de Minas MG -21.713 -44.444 F X X
TM 09 IBSP 71102 Trés Corages MG -21.697 -45.253 F X
TM80 BN 0319 Curitiba (CPPI) PR -25.428 -49.273 E X X
TM67 BN 9735 Jaguariaiva PR -24.251 -49.706 E X
T™ 81 BN 0608 Aragariguama SP -23.439 -47.061 E X X
TM 18 IBSP 74218 Areias SP -22.58 -44.697 F X
TM24  IBSP 72734 Ibitina SP -23.656 -47.223 F X X
TM 23 IBSP 70337 Itu SP -23.264 -47.299 F X X
TM 42 IBSP 70723 Itu SP -23.264 -47.299 F X X
TM70 BNO0102 Itu SP -23.264 -47.299 E X
TM71 BNO0108 Itu SP -23.264 -47.299 E X
TM 01 20007010726 Santana de Parnaiba SP -23.444 -46.918 E X
TM 15 IBSP 73292 Santo André SP -23.664 -46.538 F X X
TM63 BN 0412 Séo Miguel Arcanjo SP -23.878 -47.997 E X X
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Continuacao Tabela 5.

Espécie N2 Lab N¢ campo/tombo Localidade UF Latitude  Longitude Tecido cytb ND4
B. neuwiedi TM 77 BN 9809-05 Sé&o Simao SP -21.479 -47.551 E X X
TM62 BN 0301 Socorro SP -22.591 -46.529 E X
TM25 IBSP 71611 Sorocaba SP -23.502 -47.458 F X X
TM 19  IBSP 73637 Votorantim SP -23.547 -47.438 F X X
B. pauloensis T™M 128 12528 Aporé GO -18.965 -51.926 E X X
TM 124 12094 Goiania GO -16.679 -49.254 E X X
TM 120 13598 Goiania GO -16.679 -49.254 E X X
T™M112 11832 Jatai GO -17.881 -51.714 E X X
TM 115 15162 Jatai GO -17.881 -51.714 E X X
TM55 E 134 Parque Nacional das Emas GO -18.630 -52.951 F X
TM56 E129 Parque Nacional das Emas GO -18.630 -52.951 F X X
T™M 114 12070 Serranépolis GO -18.306 -51.962 E X X
TM 125 12976 Silvania GO -16.659 -48.608 E X X
TM86 BP 0661 Araguari MG -18.385 -48.111 E X X
TM 37 IBSP 71110 Frutal MG -20.025 -48.941 F X X
TM03 IBSP 71111 Frutal MG -20.025 -48.941 F X X
TM85 BN 0321 Frutal MG -20.025 -48.941 E X X
TM21  IBSP 71473 Prata MG -19.307 -48.924 F X X
TM39 IBSP 71474 Prata MG -19.307 -48.924 F X X
TM 51  MZUSP 11849 APM Manso, Chapada dos Guimaraes MT -14.50 -55.50 F X X
TM52 MZUSP 11851 APM Manso, Chapada dos Guimaraes MT -14.50 -55.50 F X X
TM26 IBSP 71785 Analandia SP -22.126 -47.663 F X
TM13 ITS 357 Itirapina SP -22.253 -47.823 F X X
TM61 BN 0501 Itirapina SP -22.253 -47.823 E X X
TM 11  IBSP 72943 Motuca SP -21.508 -48.151 F X X
TM 04 IBSP 70827 S&o Manuel SP -22.731 -48.571 F X X
TM 152 MZUSP 15681 UHE-Peixe Angical TO -12.025 -48.539 F X
TM 153 MZUSP 15546 UHE-Peixe Angical TO -12.025 -48.539 F X X
B. neuwiedi/pauloensis TM 74 BN 0605 Pardinho SP -23.081 -48.374 E X X
TM 75 BN 0310 Patrocinio Paulista SP -20.639 -47.282 E X
B. pubescens TM 199 2934G Bagé RS -31.331 -54.107 E X X
TM 202 3860 Barao do Triunfo RS -30.388 -51.734 E X X
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Continuacao Tabela 5.

Espécie N2 Lab N¢ campo/tombo Localidade UF Latitude  Longitude Tecido cytb ND4

B. pubescens TM 193 3797 Barra do Ribeiro RS -30.291 -51.301 E X X
TM 219 3314B Cachoeira do Sul RS -30.039 -52.894 E X X
TM 200 3079 Camaqua RS -30.851 -51.812 E X X
TM 204 3681 Cangugu RS -31.395 -52.676 E X X
TM 197 3253 Chuvisca RS -30.758 -51.978 E X X
TM 203 3325 Eldorado do Sul RS -30.084 -51.616 E X X
TM 205 3842 Gravatai RS -29.944 -50.992 E X X
TM 185 2762 Pelotas RS -31.772 -52.343 E X X
T™M 187 3218 Porto Alegre RS -30.033 -51.23 E X X
TM 201 3768 S&o Leopoldo RS -29.76 -51.147 E X
TM 192 3259 Sentinela do Sul RS -30.611 -51.579 E X
TM 183 3295B Viaméo RS -30.081 -51.023 E X

Bothrops sp. TM 27  IBSP 73209 Piracicaba SP -22.725 -47.649 F X

9 espécies 140 espécimes 92 localidades 13 UF 130 116
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Tabela 6. Listagem das sequéncias obtidas do GenBank (NCBI, 2009): espécies, localidades, genes com respectivos niumeros de
acesso, numero do voucher e referéncia.

Espécie Localidade cyt b ND4 Voucher Referéncia
Bothriopsis bilineata Equador, Morona Santiago, Macuma AF292592 AF292630 FHGO 983 Woister et al., 2002a
Bothrocophias hyoprora Equador, Morona Santiago, Macuma AF292576 AF292614 FHGO 4005 Woister et al., 2002a
Bothrops alternatus Pinhdo (PR) AF292579 AF292617 1B 55314 Woister et al., 2002a
Bothrops atrox Sem localidade AF292604 AF292642 FHGO colecao viva 1424  Wadster, unpublished
Bothrops diporus Argentina, Castro Barros, La Rioja, DQ305472 DQ305489 PT3404 Castoe & Parkinson, 2006
Bothrops diporus Blumenau (SC) AF292587 AF292625 IB 60327 Woister, unpublished
Bothrops erythromelas ~ Guanambi (BA) AF292588 AF292626 IB 55541 Woister et al., 2002a
Bothrops erythromelas  Piranhas (AL) AY223600 U41877 RG 829 Parkinson et al., 2002
Bothrops insularis llha da Queimada Grande (SP) AY223596 AF188705 WWWg Parkinson et al., 2002
Bothrops jararaca ltirapina (SP) EU867278 EU867290 MM19(6) Fenwick et al., 2009
Bothrops marmoratus Minagu (GO) AF292586 AF292624 |IB 57513 Woaster, unpublished
Bothrops neuwiedi Angatuba (SP) AF292585 AF292623 |IB 55555 Woster et al., 2002a
Bothrops pauloensis Sem localidade EU867284 EU867296 CLP3 Fenwick et al., 2009
Porthidium dunni México AY223581 AY223630 ENS9705 Parkinson et al., 2002
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Figura 16. Mapa parcial do Brasil (dominios morfoclimaticos), indicando as 92 localidades
amostradas neste trabalho: 1. Alagoado (BA), 2. Ibiraba (BA), 3. Ibitira (BA), 4. Jaborandi
(BA), 5. Santo Inacio (BA), 6. Reserva Ecolégica do IBGE -RECOR (DF), 7. Aporé (GO), 8
Caiapdnia (GO), 9. Goiania (GO), 10. Hidrolandia (GO), 11. Jatai (GO), 12. Leopoldo de
Bulhdes (GO), 13. Luziania (GO), 14. Orizona (GO), 15. Parque Nacional das Emas (GO),
16. Serrandpolis (GO), 17. Silvania (GO), 18. Aiuruoca (MG), 19. Alfenas (MG), 20
Andradas (MG), 21. Araguari (MG), 22. Baependi (MG), 23. Diamantina — Comarca de
Biribiri (MG), 24. Congonhas (MG), 25. Frutal (MG), 26. ltabirito (MG), 27. Machado (MG),
28. Mariana (MG), 29. Munhoz (MG), 30. Ouro Branco (MG), 31. Pocos de Caldas (MG), 32.
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Prata (MG), 33. Sao Goncalo do Rio Preto (MG), 34. Sao Vicente de Minas (MG), 35. Serra
da Canastra (MG), 36. Serra do Salitre (MG), 37. Trés Coracdes (MG), 38. Aquidauana
(MS), 39. APM Manso (MT), 40. Chapada dos Guimaraes (MT), 41. Cuiaba (MT), 42. Serra
da Borda (MT), 43. Jauru (MT), 44. Petrolandia (PE), 45. Urucui-Una (PI), 46. Curitiba (PR),
47. ltaipu (PR), 48. Jaguariaiva (PR), 49. Bagé (RS), 50. Barao do Triunfo (RS), 51. Barra do
Ribeiro (RS), 52. Cachoeira do Sul (RS), 53. Camaquéa (RS), 54. Cangucu (RS), 55.
Chiapeta (RS), 56. Chuvisca (RS), 57. Constantina (RS), 58. Eldorado do Sul (RS), 59.
Gravatai (RS), 60. Joia (RS), 61. Passo Fundo (RS), 62. Pelotas (RS), 63. Porto Alegre
(RS), 64. Santiago (RS), 65. Sao Leopoldo (RS), 66. Sentinela do Sul (RS), 67. Trés Passos
(RS), 68. Tucunduva (RS), 69. Tuparendi (RS), 70. Viamao (RS), 71. Blumenau (SC), 72.
Analandia (SP), 73. Aragariguama (SP), 74. Areias (SP), 75. Ibiuna (SP), 76. ltirapina (SP),
77. Itu (SP), 78. Motuca (SP), 79. Pardinho (SP), 80. Patrocinio Paulista (SP), 81. Piracicaba
(SP), 82. Santana de Parnaiba (SP), 83. Santo André (SP), 84. Sao Manuel (SP), 85. Sao
Miguel Arcanjo (SP), 86. Sao Simao (SP), 87. Socorro (SP), 88. Sorocaba (SP), 89.
Votorantim (SP), 90. Estacdo Ecoldgica Serra Geral do Tocantins (TO), 91. Lajeado (TO),
92. Usina Hidrelétrica de Peixe - Angical (TO).
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3.2. Métodos
3.2.1. Obtencao de tecidos para a extracao de DNA
- Escama
O procedimento de obtencao de escamas € especialmente vantajoso por nao
provocar danos aos animais, que permanecem Vivos.
Os passos seguidos para a retirada de escamas foram os seguintes:
1- Limpeza do material cirargico (pinca e tesoura) com formol 10%.
2- Retirada de dois a trés fragmentos das escamas da regido ventral do animal
(Figura 18 A e B).
3- Fixacdo em microtubo com etanol absoluto, contendo etiqueta de papel
vegetal com registro da espécie, numero de identificacdo do animal e
localidade (Figura 18C).
4- Aplicagao de alcool iodado na regiao em que foram retiradas as escamas do
exemplar.
5- Limpeza do material cirurgico com formol 10% depois da retirada das
escamas de cada animal.
6- Obtencao de fotos de cada individuo, mostrando regido dorsal, cabeca e
lateral da cabeca.

-
Sy
-
~

-
-

-

-

Figura 18. Procedimento de obtencao de escama. (A e B) Com o auxilio de pinca e
tesoura, um fragmento da escama ventral é extraida. (C) A escama é depositada em
um microtubo contendo etanol absoluto (Fotos: Breno Hamdan).

- Muda

Apos realizagdo da muda pelo individuo, a amostra extraida foi seca e
guardada em envelope ou tubo com a identificacdo da espécie, nimero de
identificagdo do animal e localidade.
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- Figado

O procedimento de obtencédo de figado foi realizado com animais que foram
sacrificados em camara de CO,, de acordo com 0s procedimentos éticos no uso de
animais e conforme aprovagdo do Comité de Etica do Instituto Butantan (CEUAIB —
Protocolo n® 343/06).

Os passos foram os seguintes:

1- Limpeza do material cirargico (pinca e tesoura) com formol 10%.

2- Localizacédo do coracao do animal, com posterior incisdo um palmo abaixo

do coracao.

3- Retirada de um pedaco do figado, posteriormente cortado em fragmentos

menores, para facilitar preservacgao.

4- Fixacdo em microtubo com etanol absoluto, contendo etiqueta de papel

vegetal com o resgistro da espécie, nimero de campo/tombo do animal e

localidade.

5- Limpeza do material cirurgico com formol 10%.

3.2.2. Obtencao de sequéncias dos genes mitocondriais
- Extracao de DNA
O DNA gendmico total foi extraido de fragmentos de figado, escama ou muda
de serpentes, segundo o método descrito por Fetzner (1999), apresentado a seguir:
1- Retirar o excesso de liquido dos tecidos conservados em etanol,
pressionando-os em papel absorvente até ficarem relativamente secos.
2- Cortar os tecidos secos (incluindo mudas) em pequenos fragmentos, e
transferir para um tubo de 1,8 mL.
3- Adicionar a amostra 300 pL de solugao de lise (Tris base 10 mM; EDTA 100
mM; SDS 2%, pH 8) e 3 pL de Proteinase K (20 mg/mL). Manter em banho-
maria a temperatura de 55°C por 24 horas no caso do figado, e 48 horas para
mudas e escamas.
4- Adicionar as amostras, apos atingirem temperatura ambiente, 4 uL de
RNAse (10 mg/mL). Manter a solugdo em banho-maria por uma hora a 37°C.
5- Adicionar 300 uL de acetato de aménio (7,5 M), agitar em vértex por 10
segundos e incubar no gelo por 30 minutos.
6- Centrifugar as amostras por 10 minutos a 13.000 rpm para a precipitacao
das proteinas, RNAs e outras moléculas.
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7- Transferir o sobrenadante contendo DNA para um novo tubo, adicionar 500
UL de isopropanol absoluto para a precipitacdo do DNA. Inverter os tubos por
cerca de 20 vezes e deixar por aproximadamente 12 horas em freezer a -20°C.
8- Centrifugar as amostras por 10 minutos a 13.000 rpm; descartar o
sobrenadante e adicionar 500 pyL de etanol 70% para a lavagem do pellet de
DNA.

9- Centrifugar as amostras novamente por 10 minutos a 13.000 rpm e descartar
o etanol cuidadosamente. Inverter os tubos em papel absorvente e colocar em
estufa a 37°C por 15 a 30 minutos, para a eliminacao total do etanol.

10- Adicionar de 30 a 100 pL (dependendo do tamanho do pellet) de tampéao
TLE (Tris base 10 mM; EDTA 0,1mM; pH 8.0) para a hidratacdo do DNA.
Estocar as amostras em geladeira (4°C) por 24 a 48 horas, e ap0s este periodo
quantificar as amostras em espectrofotdmetro.

11- Fazer uma aliquota na concentracao de 20 ng/uL e estocar a -20°C para
posterior amplificacdo dos fragmentos de interesse.

- Amplificacao de fragmentos do citocromo b e ND4

Fragmentos dos genes mitocondriais de interesse, citocromo b (cyt b) e NADH

desidrogenase subunidade 4 (ND4), foram amplificados utilizando oligonucleotideos

iniciadores (primers), cujas sequéncias estdo apresentadas na Tabela 7. Os primers

delimitam uma regido de 378 pares de bases (pb) do cyt b e 640 pb do ND4.

Tabela 7. Relacao dos primers utilizados no presente trabalho.

Primer Gene Cadeia Sequéncia Referéncia
LGL765 cyth L GAA AAACCAYCGTTGTWATTC AACT Bickham et al.,1995
H15149  cytbh H TGC AGC CCC TCA GAATGA TAT TTG TCC TCA Kocher et al., 1989
ND4F ND4 L CAC CTA TGA CTA CCA AAA GCT CAT GTA GAA GC _ Arévalo et al., 1994
LEU ND4 H CAT TAC TTT TAC TTG GAT TTG GAC CA Arévalo et al., 1994

- Solucao para amplificacao de fragmentos

Para um volume final de 25 uL para a reagéo de PCR adicionar:
1- 3,25 pL da amostra de DNA (20 ng/uL)

2- 11 pL de agua milli-Q

3- 2,5 uL de Tampao (Tris-HCI 200 mM; KCI 500 mM; pH 8,4)

4- 1,5 pL de Cloreto de Magnésio (25 mM)
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5- 2,5 uL de dNTP (2 mM)

6- 2,0 uL de primer da cadeia leve (5 uM)

7- 2,0 uL de primer da cadeia pesada (5 uM)
8- 0,25 uL de Taq polimerase (5 U/uL).

- Regime de temperaturas da Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)
A amplificagdo dos fragmentos de interesse foi realizada em termociclador
(Techne TC-3000 — Analitica), sob o seguinte regime de temperaturas:
1- desnaturacao inicial 94 °C/5 min
2- 35 ciclos (cyt b) e 40 ciclos (ND4) de: desnaturacao 94°C/40 s
hibridagéo 48°C/45 s
extenséo 72°C/40 s

3- extensao final a 72°C/10 min.

- Verificacao dos produtos de amplificacao em gel de agarose
Para verificacdo da qualidade dos produtos de PCR e tamanho das bandas
amplificadas, foi utilizado gel de agarose 1%, conforme procedimento a seguir:

1- Para uma cuba pequena de eletroforese (Horizon 58 - Life Technologies),
em um Erlenmeyer adicionar 0,3 g de agarose em 30 mL de TAE.
2- Fundir em forno microondas com poténcia alta por 60 segundos.
3- Adicionar 0,5 pL do corante de &cidos nucléicos (GelRed - Biotium).
4- Depositar a solugao do gel na forma ainda liquida no suporte da cuba de
eletroforese.
5- Apoés solidificacao, transferir o gel para a cuba, prosseguir com a aplicacao
de 2 uL de DNA de cada uma das amostras misturadas com 2 pL de solucdo
de azul de bromofenol (Blueduice - Invitrogen), diluido em agua milli-Q (1:4).
6- Utilizar um marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder -
Invitrogen), sempre fazer controle negativo para monitorar possiveis
contaminacgdes e controle positivo com amostras que ja foram amplificadas.
7- Realizar a eletroforese a 60 V, por 30 minutos.
8- Analisar o gel em transiluminador ultravioleta com sistema de captura de

imagem.
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- Purificacao de fragmentos amplificados

A purificagéo dos produtos de PCR foi realizada com as enzimas Exonuclease |
de E. coli (Exo), 20 U/uL, e Fosfatase Alcalina de Camardo (SAP), 1 U/uL
(Fermentas).

1- Adicionar 0,5 uL de Exo e 2,0 uL de SAP para cada 7 pyL de produto de

PCR.

2- Submeter as amostras a temperatura de 37°C por 15 minutos e 80°C por 15

minutos em termociclador.

3- Verificar a amplificagdo dos fragmentos em gel de agarose 1%, como

descrito no item anterior.

4- Estimar a concentracdao em fungdo do marcador (Low DNA Mass Ladder -

Invitrogen).

- Reacao de sequenciamento de produtos de PCR

Os sequenciamentos foram realizados no Centro de Biotecnologia do Instituto
Butantan, em sequenciador automatico (3100 Genetic Analyzer - Applied
Biosystems). As reacOes de sequenciamento foram realizadas em termociclador
(PTC-100 - MJ Research), utilizando 40 ciclos de 94°C (10s), 52°C (20s), 60°C
(4min).

Para cada amostra a ser sequenciada, foram incluidos:

1- 6 pL da amostra de DNA a 20 ng/pL

2- 1 yL de primera 2,5 uM

3- 3 uL de tampéo (200 mM TrisHCI pH 9.0 com 5mM MgCl,)

4- 1 uL de “Big Dye V3.1” (Big Dye Terminator Cycle Sequencing Standart -
Applied Biosystems).

- Purificacao e precipitacao dos produtos de sequenciamento

A precipitagdao dos produtos de sequenciamento, foi realizada de acordo com
0S seguintes passos:

1- Adicionar 100 pL de isopropanol 75% e centrifugar por 60 minutos a 4.000

rpm.

2- Lavar o precipitado com 150 pL etanol 70% e centrifugar por 10 minutos a

4.000 rpm.

3- Repetir a operacao anterior.
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4- Secar o DNA em estufa a 37°C por 30 minutos e ressuspender em 10 L de
formamida Hi-Di, desnaturar a 94°C por 4 minutos, e deixar em gelo por 5

minutos.

3.3. Analise das sequéncias

- Correcao de ambiguidades das sequéncias

Os arquivos gerados pelo sequenciador, contendo as sequéncias e seus
respectivos eletroferogramas, foram analisados no programa CodonCode Aligner 3.0
(LI-COR Inc), que permite a verificagdo automatica da qualidade das sequéncias
pelo programa PHRED, que também calcula a probabilidade de erro para a leitura
de cada base. Um algoritmo baseado em valores de qualidade foi utilizado para
retirar automaticamente as regides de baixa qualidade do inicio e final das
sequéncias. Para a comparacao da cadeia leve com a pesada, foi utilizado o
programa PHRAP, de modo a corrigir sitios nos casos em que a base nao era
claramente estabelecida em uma das cadeias, de forma automatica, por meio de um
consenso baseado na qualidade das sequéncias. Tal consenso foi, entdo, checado
manualmente, para minimizar ainda mais eventuais erros quanto a base correta.
Verificou-se também se ndo havia inser¢des/delecdes/substituicdes nas sequéncias.
que provocassem alteracdo no quadro de leitura, mudanca drastica na sequencia de

aminoacidos, e/ou gerassem um codon de parada prematuro.

- Pesquisa comparativa de similaridade

O CodonCode Aligner 3.0 (LI-COR Inc) possui uma interface com o GenBank,
na qual se realizou a pesquisa comparativa de similaridade pelo Blastn (nucleotide
Basic Local Alignment Search Tool) para verificar eventuais contaminacoes e se 0s

fragmentos em questao correspondiam de fato, a sequéncia alvo.

- Importacao de sequéncias do GenBank

Foi realizada uma busca no GenBank (NCBI, 2009) por sequéncias que
poderiam ser informativas para a analise em conjunto com os dados obtidos, pelo
programa BioEdit (Hall, 1999).
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- Alinhamento

O alinhamento multiplo foi realizado automaticamente pela interface com o
programa MUSCLE (Edgar, 2004) existente no CodonCode Aligner 3.0 (LI-COR Inc).
Foi conferida a traducao dos cédons em aminodacidos para checagem de eventuais
alteracdes no quadro de leitura.

3.4. Analise dos dados

- Matrizes

Foram realizados testes com uma matriz contendo todas as sequéncias obtidas
neste trabalho para 140 taxons, mais as sequéncias para 42 taxons do GenBank
(Anexo 1), para a verificacdo do posicionamento das sequéncias alvo em relacao as
demais espécies de Bothrops, Bothriopsis € Bothrocophias. Esta analise inicial, que
nao sera apresentada aqui, também foi Gtil para a escolha do grupo externo para o
enraizamento da arvore das analises do grupo neuwiedi. Apbs esta analise, trés
matrizes reduzidas foram construidas com o intuito de exploracao dos dados voltada
a diferentes aspectos, e também para agilizar o tempo computacional de cada uma
dessas analises para o grupo neuwiedi:

« Matriz 1: composta por 149 taxons com sequéncias de 1018 pb (378 pb do
cyt b e 640 pb do ND4), dos quais 140 taxons sao pertencentes ao grupo neuwiedi
(Tabela 5), dois tdxons ao grupo jararaca e sete ao grupo neuwiedi disponiveis no
GenBank (Tabela 6). Esta matriz foi utilizada nas seguintes analises: proporcao de
sitios invariaveis, varidveis e parciménia-informativos; verificacdo de sequéncias
idénticas; obtencao dos modelos evolutivos e sistema de particionamento.

« Matriz 2: constituida por 125 taxons contendo 1018 pb (378 pb do cyt b e 640
pb do ND4). Esta matriz foi construida a partir da Matriz 1, da qual foram excluidas
24 sequéncias idénticas (Tabela 11). Possui 117 taxons do grupo neuwiedi (Tabela
5), dois taxons do grupo jararaca e seis do grupo neuwiedi disponiveis no GenBank
(Tabela 6), utilizada somente nas analises filogenéticas.

 Matriz 3: composta por 130 taxons contendo 378 pb do cyt b com a adi¢éo de
sete sequéncias retiradas do GenBank (Porthidium dunni, Bothrocophias hyoprora,
Bothriopsis bilineata, Bothrops atrox, Bothrops alternatus, Bothrops insularis e
Bothrops jararaca), utilizada somente para célculo de distancia genética.
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- Analises das sequéncias

A partir da Matriz 1, foram realizadas as andlises de propor¢do de sitios
invariaveis, variaveis e parciménia-informativos no programa MEGA 4.0 (Tamura et
al., 2007), e analise para verificacdo de sequéncias idénticas, realizada no RAxML
v7.2.3 (Stamatakis, 2006).

As distancias genéticas entre as sequéncias foram calculadas utilizando-se a
Matriz 3 no PAUP 4.0b10 (Swofford, 2001), corrigidas com o modelo K2P (Kimura -
2 parametros) (Kimura, 1980). Foram utilizadas somente as distancias corrigidas do
gene cyt b para comparagao com as distancias genéticas descritas na literatura para
serpentes, que empregam frequentemente esta metodologia. A mesma analise foi
realizada com o ND4 separadamente, e também utilizando-se este em conjunto com
o cyt b, resultando ambas em padrbées similares a andlise do cyt b isoladamente

(dados n&o mostrados).

- Obtencao dos modelos evolutivos e analises de particionamento

A escolha dos modelos evolutivos para maxima verossimilhanca (MV) e andlise
bayesiana (AB) foi realizada com a Matriz 1, empregando-se o Modeltest 3.7
(Posada & Crandall, 1998). Os modelos foram selecionados pelo critério Akaike
corrigido para um numero amostral relativamente pequeno (AICc), levando-se em
conta o numero de ramos (k), e assumindo como numero amostral (n) o tamanho
total do alinhamento (Posada & Buckley, 2004) (Tabela 8).

Um importante desafio para a escolha dos modelos evolutivos é a
heterogeneidade nas taxas evolutivas entre genes e sitios nucleotidicos (Buckley et
al., 2001). Para melhorar o desempenho da MV e AB, o particionamento dos dados,
por genes e/ou por posicao no cddon, tem sido utilizado como alternativa (Brown &
Lemmon, 2007; Castoe & Parkinson, 2006; Li et al.,, 2008; Miller et al., 2009). O
particionamento excessivo dos dados pode levar a um aumento dos parametros
além do necessario, acarretando em falta de informatividade para inferéncias de
taxas em cada particéo, e por outro lado a auséncia de particionamento quando este
se mostra necessario pode acarretar em menor precisao das estimativas. Ambos os
casos podem levar a estimativas equivocadas e aumentam o risco de erro na
reconstrucao filogenética (Brown & Lemmon, 2007). Portanto, torna-se necessario
um critério objetivo de escolha do melhor particionamento. Assim sendo, foram

realizadas analises de MV no Treefinder (Jobb et al., 2004) para determinacao do
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melhor sistema de particionamento do alinhamento total (Matriz 1), dados 4 sistemas
possiveis escolhidos a priori: analise total (sem particdo), particdo por genes (duas
particoes), particdo por posicdo no codon (trés particbes) e particdo por gene e
posicao no codon (seis particdes), empregando-se os modelos evolutivos obtidos
para cada particao (Tabela 8). Para cada arvore final obtida, foram calculados os
valores de MV e numero de parametros utilizados pelo modelo estatistico (k), sendo
0 numero de pares de bases da sequéncia (1018) considerado 0 niumero amostral
(n). O melhor sistema de particionamento foi aquele com menor valor de AICc
(Tabela 9). O método utilizado no presente estudo é diferente dos propostos por Li et
al. (2008) - analise de agrupamentos - e por Miller et al. (2009) - andlise dos valores
de log natural de verossimilhanca - mas é baseado numa metodologia bem
embasada para escolha geral entre diferentes modelos (AlCc). Os resultados aqui
obtidos sdo similares ao dos autores acima citados: a particdo por cédon mostrou-se

superior aos outros sistemas de particionamento.

- Analises de reconstrucao filogenética

A Matriz 2 foi utilizada nas trés analises de reconstrucado filogenética
realizadas: AB, MV e maxima parciménia (MP).

Para a andlise de MP foi utilizado o TNT 1.1 (Goloboff, 2008). Foram
empregados quatro algoritmos diferentes combinados (sectorial search, drifiting,
ratchet e fusing) para a busca heuristica das arvores mais parcimoniosas, além do
algoritmo de rearranjo de ramos padrdo do tipo TBR (free bisection and
reconnection), sendo o restante das opcoes utilizadas da forma padrao. Os valores
de suporte dos ramos foram estimados a partir de 1000 réplicas de bootstrap
(Felsenstein, 1985).

A andlise MV foi realizada no Treefinder (Jobb et al., 2004), com 1000 réplicas
de bootstrap, usando o particionamento por posicao no cdédon (Tabelas 8 € 9).

A AB foi realizada pelo MrBayes v.3.0b4 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003), com
particionamento por cédon (Tabelas 8 e 9). Nos casos em que o modelo sugerido
nao se encontrava no MrBayes, foi escolhido o0 modelo complexo mais proximo ao
sugerido pelo Modeltest (Huelsenbeck & Ronquist, 2005; Posada & Crandall, 1998).
Foram realizadas duas corridas simultaneas, cada uma com quatro cadeias de
Markov amostradas a cada 1000 geracdes, para dez milhdes de geracdes. Foram
utilizados para a andlise: corte de 25% das geracoes iniciais (burnin), parametros
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independentes por particdo, topologias fixas para todas as particdes a cada geragao
da cadeia, e distribuicbes das premissas (priors) com opcdes-padrao. As analises
foram desempenhadas em versbes paralelas gratuitas, disponiveis na internet:
Bioportal (http://www.bioportal.uio.no) e Cipres Portal
(http://www.phylo.org/sub_sections/portal).

Como estimativa de suporte dos clados obtidos nas andlises filogenéticas,
foram considerados suportes elevados valores de bootstrap acima de 70% para a
MP e MV e acima de 95% de probabilidade posterior (PP) na AB. Estes valores,
segundo Alfaro et al. (2003), equivaleriam aproximadamente a 95% de acuracia
(probabilidade de um dado grupo monofilético ser verdadeiro), mas devem ser
interpretados com cautela, pois, ja foi demonstrado que valores de bootstrap acima
de 70% e PP acima de 95% também podem ser recuperados para grupos que nao

sao realmente monofiléticos.

Tabela 8. Modelos evolutivos selecionados para cada particdo (acrébnimos seguindo
o Modeltest 3.7). Destacados em negrito, os modelos utilizados nas analises

filogenéticas.

Particdo AICc

cyt b total GTR+I+G
cyt b posicéo 1 no cédon K80+G
cyt b posicao 2 no cédon HKY+G
cyt b posicao 3 no cdédon GTR+I+G
ND4 total GTR+I+G
ND4 posicao 1 no cédon GTR+I+G
ND4 posicao 2 no cédon HKY+G
ND4 posicao 3 no codon HKY+G
cyt b + ND4 total GTR+I+G

cyt b + ND4 posicao 1 no cédon HKY+l+G
cyt b + ND4 posicao 2 no codon GTR+I+G
cyt b + ND4 posicao 3 no cédon GTR+l+G
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Tabela 9. Teste para verificacdo do melhor tipo de particionamento: nimero de
pares de base (n), niumero de parametros (k), valores de maxima verossimilhanca
(MV), AIC, e AICc. O valor mais baixo de AlCc, que determinou o sistema de

particionamento a ser utilizado, esta destacado em negrito.

Particao n K MV AlIC AlCc

Sem partigao 1018 257 -4723,06 9960,114 10134,603
Por gene 1018 268 -4716,61 9969,226 10161,728
Por cédon 1018 275 -4505,55 9561,100 9765,682
Por gene/codon 1018 289 -4505,31 9588,618 9818,865

4. RESULTADOS

Foram obtidas sequéncias de fragmentos com 378 pb do gene cyt b para 130
exemplares de Bothrops (Tabela 5). O alinhamento apresentou 134 sitios variaveis,
sendo 98 informativos (Tabela 10). Para o ND4, foram obtidos 640 pb para 116
exemplares (Tabela 5). Foram constatados 211 sitios variaveis, dos quais 165
mostraram-se informativos (Tabela 10).

As comparacgdes das sequéncias obtidas com as disponiveis no GenBank nao
apresentaram sinais de que os fragmentos fossem paralogos aos genes de interesse
(sem mudancga do quadro de leitura, sem mudancas relativamente excessivas de
aminoacidos e auséncia de codons de parada antes do esperado).

Foram detectados 41 espécimes com sequéncias idénticas para os dois
genes, distribuidas em 17 haplétipos (Tabela 11). Dessa forma, 24 sequéncias foram
retiradas da Matriz 1, para a composicao da Matriz 2, que foi utilizada nas analises
filogenéticas.

Tabela 10. Relagcdo dos genes analisados, proporcdes de sitios invariaveis,
variaveis e parcimbnia-informativos dos genes cyt b e ND4, e numero total de
sequéncias obtidas de exemplares do género Bothrops.

cyt b (378 pb) ND4 (640 pb)

Sitios invariaveis 244 429
Sitios variaveis 134 211
Sitios informativos 98 165

Numero de sequéncias 130 116
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Tabela 11. Relacao das sequéncias idénticas para os genes cyt b e ND4 obtidas neste trabalho para 41 espécimes do género Bothrops.

Haplétipos Espécie Espécimes (codigo/localidade de procedéncia)
1 B. diporus TM65, Itaipu (PR) = TM198, Passo Fundo (RS)
2 B. diporus TM44, Constantina (RS) = TM66, ltaipu (PR)
3 B. diporus TM16, Blumenau (SC) = TM215, Tuparendi (RS) = TM217, Trés Passos (RS)
4 B. erythromelas TM58, Alagoado (BA) = TM95, Petrolandia (PE)
5 B. marmoratus TM87, Lajeado (TO) = TM88, Lajeado (TO)
(a) B. marmoratus/pauloensis,
6 (b) B. pauloensis, (c) B. marmoratus (@) TM127, Aporé (GO) = (b) TM120, Goiania (GO) = (¢) TM126, Orizona (GO)
7 B. neuwiedi TM78, Andradas (MG) = TM84, Machado (MG)
8 B. neuwiedi TM30, Baependi (MG) = TM31, Baependi (MG)
9 B. neuwiedi TM63, Sao Miguel Arcanjo (SP) = IB55555, Angatuba (SP)
10 B. neuwiedi TM15, Santo André (SP) = TM05/TM33, Sao Vicente de Minas (MG)
11 B. neuwiedi TM23/TM42/TM70, ltu (SP) = TM41/TM76, Munhoz (MG) = TM19, Votorantim (SP)
12 B. neuwiedi TM89, Congonhas (MG) = TM136, Ouro Branco (MG)
13 B. pauloensis TM128, Aporé (GO) = TM125, Silvania (GO)
14 B. pauloensis TM86, Araguari (MG) = TM37, Frutal (MG)
15 B. pauloensis TM85, Frutal (MG) = TM21, Prata (MG)
16 B. pubescens TM199, Bagé (RS) = TM201, Sao Leopoldo (RS)
17 B. pubescens TM193, Barra do Ribeiro (RS) = TM205, Gravatai (RS)
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4.1. Reconstrucoes filogenéticas

As andlises iniciais realizadas com o grupo externo mais amplo (composto por
42 sequéncias dos géneros Bothrops, Bothriopsis e Bothrocophias) recuperaram o
monofiletismo do grupo neuwiedi (clado A) com bootstrap de 100% em MP e MV e
probabilidade posterior igual a 100% na AB (dados ndo apresentados). Nas analises
subsequentes, o grupo externo foi reduzido a espécies do grupo jararaca (Bothrops
Jararaca e Bothrops insularis), grupo irmao de neuwiedi.

As topologias das arvores obtidas foram similares nas trés andlises realizadas
(MP, MV e AB), de modo que na Figura 19 é apresentada a topologia consenso de
70% das arvores obtidas pela AB. Os valores de suporte obtidos por bootstrap em
MP e MV, e probabilidade posterior (PP) na AB estado indicados na Figura 19,
obedecendo esta ordem: MP/MV/AB; em ramos sem suporte elevado (bootstrap
inferior a 70% para MP e MV e probabilidade posterior inferior a 95%), os valores
sao representado por trago ( - ).

Para a andlise de MP foram encontradas 386 arvores igualmente
parcimoniosas com o comprimento de 568 passos.

Nas Figuras 19 e 20, as oito espécies atualmente reconhecidas para o grupo
neuwiedi foram destacadas com cores diferentes: B. erythromelas (vermelha), B.
lutzi (verde-claro), B. neuwiedi (rosa), B. marmoratus (verde-escuro), B. pauloensis
(azul-claro), B. mattogrossensis (laranja), B. diporus (azul-escuro) e B. pubescens
(cinza).

Foram observadas nove linhagens (C, D, L, M, I, J, N, R e S) dentro do grupo
neuwiedi (Figuras 19 e 21). Seis destas linhagens tiveram suportes acima de 70%
de bootstrap em MP/MV e PP acima de 95% em AB (C, D, L, M, J e N), duas (I e R)
foram recuperadas somente nas analises de MV/AB, e a linhagem S apresentou
suporte elevado apenas na AB (S). As nove linhagens recuperadas, com as
respectivas espécies e valores de suporte obtidos por MP/MV/AB, sao:

- clado C: B. erythromelas (99/99/100)

- clado D: B. lutzi e Bothrops sp. (93/89/100)

- clado L: B. neuwiedi (98/100/100)

- clado M: B. marmoratus, B. pauloensis, B. marmoratus/pauloensis e B.
neuwiedi (87/96/100)

- clado I: B. neuwiedi, B. pauloensis e B. neuwiedi/pauloensis (64/78/100)
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- clado J: B. mattogrossensis, B. marmoratus, B. pauloensis e B.
mattogrossensis/marmoratus (99/95/100)

- clado N: B. pauloensis e B. marmoratus (96/98/100)

- clado R: B. diporus (-/73/99)

- clado S: B. pubescens (-/-/95).

A relacao entre as linhagens C e D, e entre elas e as demais linhagens nao
estao resolvidas, o que pode ser constatado devido aos baixos suportes dos nés B e
E, destacados com asterisco (*) na Figura 19. As outras linhagens foram
recuperadas em dois clados mais inclusivos, os clados F e G. O clado F, que inclui
as linhagens L, M e |, foi recuperado com suportes elevados na MP e AB; as
linhagens L e M formam um grupo monofilético com suportes elevados nas trés
analises (clado H) (Figuras 19). O clado G, formado pelas linhagens J, N, R e S, foi
recuperado apenas nas analises de MV e AB; o clado J € grupo irmao das demais
linhagens agrupadas no clado K, que foi recuperado com suportes elevados nas trés
analises (Figuras 19). O clado O, grupo monofilético formado pelas linhagens R e S,
apresentou suportes elevados apenas na AB. Os valores de suporte recuperados
em MP, MV e AB, para os ramos internos do grupo neuwiedi sao:

- clado B, inclui os clados C e D, (-/-/65)

- clado H, inclui os clados L e M (87/97/100)

- clado F, inclui os clados H e | (98/-/100)

- clado K, inclui os clados N e O/TM173/PT3404 (93/72/100)

- clado G, inclui os clados J e K (59/97/100)

- clado O, inclui os clados R e S (31/-/96)

- clado E, inclui os clados F e G (41/-/92).

Foram recuperadas politomias nos clados: A (que inclui as linhagens C, D, F e
G), K (que inclui N, R, S e os espécimes TM173 e PT3404) e em cada clado
correspondente as nove linhagens destacadas anteriormente

As andlises revelaram que apenas trés espécies - definidas de acordo com a
morfologia - foram recuperadas como monofiléticas: B. erythromelas (clado C), B.
lutzi (clado D) e B. pubescens (clado S); as demais espécies apresentaram
parafiletismo ou polifiletismo: B. neuwiedi (clados L, M e I), B. marmoratus (clados M,
J e N), B. pauloensis (clados M, |, J e N), B. mattogrossensis (clados J e K) e B.
diporus (clados R e K) (Figuras 19).
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Os exemplares de B. erythromelas (clado C) ficaram divididos em dois
subclados, com altos valores de suporte: um formado por exemplares de duas
localidades mais ao sul da Bahia (Guanambi e Ibitira) e o outro pelo agrupamento de
individuos das localidades mais ao norte da Bahia (Santo Inacio e Alagoado), de
Petrolandia em Pernambuco e Piranhas em Alagoas (Figuras 19 e 21).

No clado D, que inclui os espécimes de B. lutzi, o exemplar de Urugui-Una (PI)
€ grupo irmao de dois subclados. Um deles apresentou dois espécimes da Estacao
Ecolégica Serra Geral de Tocantins (EESGT) e o outro, os espécimes de lbiraba e
Jaborandi (BA), EESGT (TO) e Piracicaba (SP) (Figuras 19 e 21). A identificacédo
com base na morfologia externa do exemplar de Piracicaba (SP) necessitaria de
confirmacgédo, porém, & provavel que o voucher tenha sido perdido no recente
incéndio da Colecao Herpetoldgica do Instituto Butantan (Escobar, 2010).

A espécie B. pubescens foi recuperada como um grupo monofilético (clado S)
com suporte elevado apenas na AB. Os exemplares foram recuperados em dois
subclados: o subclado P agrupou os espécimes de Cachoeira do Sul, Camaqua,
Cangucu e Pelotas (RS), e o subclado Q incluiu exemplares de Barra do Ribeiro,
Barao do Triunfo, Chuvisca, Eldorado do Sul, Bagé, Porto Alegre e Viamao (RS)
(Figura 19 e 21).

Exemplares de B. neuwiedi foram recuperados em trés diferentes clados (L, M
e I). Uma linhagem exclusiva de B. neuwiedi foi recuperada no clado L, dividida em
dois subclados: um agrupamento incluiu os espécimes de Congonhas, Ouro Branco,
Itabirito e Mariana (MG), e o outro foi composto pelos exemplares de Diamantina,
Sao Gongalo do Rio Preto, Mariana (MG) e Ibiana (SP) (Figuras 19 e 21). Apenas
um espécime de B. neuwied|, procedente de Ouro Branco (MG), foi recuperado no
clado M. No clado |, exemplares de B. neuwiedi de 23 localidades dos Estados de
Minas Gerais, Sao Paulo e Parana apareceram mais relacionados a B. pauloensis
de Analandia, Itirapina, Motuca e Sdo Manuel no Estado de S&o Paulo; o clado ndo
mostrou estruturacao interna, isto €, os suportes apresentaram valores inferiores a
70% para o bootstrap na MP e MV, e menores que 95% de PP na AB (Figura 19 e
21). Os morfotipos intermediarios entre B. neuwiedi e B. pauloensis procedentes de
Pardinho (TM74) e Patrocinio Paulista (TM75) (SP) também foram recuperados
neste agrupamento.

Exemplares de B. pauloensis foram recuperados em quatro clados distintos (M,

I, J e N). No clado M, um espécime de B. pauloensis procedente de Goiania (TM
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120) e dois exemplares considerados intermediarios morfoldégicos entre B.
pauloensis e B. marmoratus de Aporé (TM127) e Hidrolandia (TM119) constituiram
um agrupamento com exemplares de B. marmoratus (Figura 19 e 21). No clado |, os
individuos procedentes do Estado de Sao Paulo (Analandia, ltirapina, Motuca e Sao
Manuel) agruparam com B. neuwiedi (Figura 19 e 21). No clado J, o espécime de B.
pauloensis (TM115) de Jatai (GO) foi recuperado como grupo irmao do morfotipo
intermediario entre B. marmoratus e B. mattogrossensis (TM130) de Caiapbnia
(GO); os exemplares de UHE Peixe (TO) foram agrupados com B. marmoratus de
Minacu (GO) e Lajeado (TO); e os exemplares de APM Manso (MT) formam um
clado com individuos de B. mattogrossensis de Cuiaba e Chapada dos Guimaraes
(MT) (Figuras 19 e 21). No clado N, foram agrupados os espécimes de B. pauloensis
do Parque Nacional das Emas (GO), Frutal, Araguari e Prata (MG), e um
agrupamento formado pelos exemplares de B. pauloensis provenientes de Aporé,
Silvania, Jatai, Goiania e Serranépolis (GO) e espécimes de B. marmoratus (Jatai e
Luziania - GO) (Figura 19 e 20).

Todos os espécimes de B. mattogrossensis foram recuperados no clado J, com
excecao do TM173, proveniente de Serra da Borda, que foi recuperado no clado K.
No clado J, o espécime de Caiapbnia, individuo intermediario entre B.
mattogrossensis e B. marmoratus (TM130), e B. pauloensis de Jatai (GO) foram
recuperados como grupo irmao de dois subclados: um formado exclusivamente por
exemplares de B. mattogrossensis de Cuiaba, Jauru, Chapada dos Guimaraes (MT)
e Aquidauana (MS), e outro que se subdivide em outros dois grupos, um dos quais
reuniu espécimes de B. mattogrossensis de Cuiaba e da Chapada dos Guimaraes, e
B. pauloensis de APM Manso (MT), e o outro que incluiu trés exemplares de B.
marmoratus de Minacu (GO) e Lajeado (TO) e os exemplares de B. pauloensis de
UHE Peixe (TO) (Figura 19 e 21).

A espécie B. marmoratus foi encontrada em trés clados (M, J e N). O clado M
incluiu o exemplar da Reserva Ecolégica do IBGE — RECOR (DF) e B. neuwiedi de
Ouro Branco (MG), grupo irmado de dois subclados: um agrupamento com o0s
exemplares de Serra da Canastra e Serra do Salitre (MG) e o outro reunindo os
espécimes de quatro localidades do Estado de Goias: Orizona, Goiania, Hidrolandia
e Leopoldo de Bulhdes. Neste subclado, também foram incluidos o exemplar de B.
pauloensis de Goiania (GO) (TM120) e os espécimes com caracteristicas

morfoldgicas intermediarias entre B. pauloensis e B. marmoratus de Aporé (TM127)
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e Hidrolandia (TM119) (Figuras 19 e 21). Adicionalmente, no clado J, foram
agrupados o espécime intermediario B. marmoratus/mattogrossensis (TM130) de
Caiapodnia (GO) e os espécimes de Minacu (GO) e Lajeado (TO), que fomaram um
subclado com exemplares de B. pauloensis da UHE Peixe (TO), e no clado N, os
exemplares de B. marmoratus de Jatai e Luzidnia (GO) foram reunidos com
exemplares de B. pauloensis (Figura 19 e 21).

Os espécimes provenientes do Brasil de B. diporus formaram um grupo
monofilético (clado R), que inclui, sem estruturacao interna, espécimes das
localidades de Blumenau (SC), Itaipu (PR), Chiapeta, Constantina, Trés Passos,
Tuparendi, Passo Fundo, Tucunduva, Jo6ia e Santiago (RS). O exemplar proveniente
da Argentina ndo agrupou com os demais, resultando na politomia observada no
clado K (Figuras 19 e 21).

4.2. Distancias genéticas

Foram calculadas as distancias genéticas interespecificas e intraespecificas
dos espécimes amostrados, a partir da distancia corrigida do cyt b (Matriz 3), para
cada uma das linhagens recuperadas nas analises (Anexo 2).

As distancias genéticas minimas e maximas do grupo neuwiedi em relacéo aos
géneros Porthidium, Bothrocophias e Bothriopsis foram, respectivamente, de 17,1%
a 21,8%; de 11,9% a 15,3%; e de 7,6% a 12,4%; para os grupos atrox, alternatus e
jararaca os valores variaram, respectivamente, de 11,1% a 16,1%; de 9,8% a 13,1%;
e de 6,5% a 11,7%.

Dentro do grupo neuwiedi, as menores distancias genéticas foram encontradas
entre as linhagens R— S e L - M. As linhagens R (distancia intraespecifica entre 0 e
2,4%) e S (0 a 1%) apresentam diferencas de 0,9% a 2,7% entre si. A linhagem N (0
a 1,3%) divergiu das linhagens R e S em 2,1% a 4,3 As distancias do clado K (N, R
e S) em relacdo ao seu grupo irmao (clado J), variaram de 4,7% a 8,5%, € em
relagdo aos demais clados, de 5,2% a 10,7%. Os clados L (0 a 1%) e M (0 a 0,5%),
grupos irmaos, apresentaram distancias genéticas entre 1,6% e 1,8%, e 3,2% a
5,3% em relacdo ao seu grupo irmao, o clado I. As trés linhagens do clado F (L, M e
[) apresentam distancias genéticas entre 4,7% a 10,7% em relagdo aos demais
clados.

O clado C apresentou a maior distancia intraespecifica, 0 a 3,5%. Em relacao
aos demais clados do grupo, neuwiedi apresentou distancias entre 6,3% e 9,5%,
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exceto pelo clado D que possuiu distancias mais baixas (4,9% a 6,7%). O clado D,
cuja distancia interna variou de 0 a 2,4%, apresentou distacias genéticas de no
minimo 4,4% e no maximo 7,8% com relacdo aos demais clados.

Como excegéao, foram observadas divergéncias relativamente elevadas entre
os subclados do clado J, que variou entre 1,4% a 2,4%, e de alguns exemplares em
relacao aos seus clados: TM206 de Tucunduva e TM209 de Santiago (RS) no clado
R (1,8 % a 2,4%), TM60 de Urucui-Una (Pl) no clado D (1,6% a 2,4%) e TM02 de
Ibitira (BA) no clado C (2,9% a 3,5%).

O exemplar de B. diporus (PT3404) apresentou distancias entre 2,3% a 4,1%
com relacdo ao clado R, que agrupa os demais espécimes de B. diporus, e o
exemplar TM173 de B. mattogrossensis diferiu de 5,9% a 7,0% em relacdo aos
exemplares de mesma espécie do clado J.

Os haplétipos distintos na mesma localidade apresentaram as seguintes
distancias genéticas: B. neuwiedi (TM136 e TM142) de Ouro Branco (MG) nos
clados L e M = 1,6%; B. neuwiedi (TM14 e TM07) de Sao Goncalo do Rio Preto
(MG) nos clados L e | = 3,8%, B. pauloensis (TM124 e TM120) de Goiania (GO) nos
clados M e N = 6,7%, B. pauloensis (TM112 e TM115) de Jatai (GO) nos clados N e
J=6,1%.
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Bothrops jararaca
Bothrops insularis
00 00 DO erythromelas, Guanambi, BA (IB55541)
erythromelas, Ibitira, BA (TM02)
ggc erythromelas, Piranhas, AL (RG829)
erythromelas, Alagoado, BA (TM58) e Petrolandia, PE (TM95)
B 98| erythromelas, Santo, Inacio, BA (TM57)
*
D
8/ 00|

erythromelas, Santo, Incio, BA (TM59)
BEES

-/ o8] Bothrops sp., Piracicaba, SP (TM27)

neuwiedi, Congonhas, MG (TMB9) e Ouro Branco, MG (TM136)
neuwiedi, ltabirito, MG (TM110)
% neuwiedi, Mariana, MG (TM91)
neuwiedi, Diamantina, MG (TM53)
neuwiedi, Ibiuna, SP (TM24)
euwiedi, Mariana, MG (TM54)
neuwiedi, Sao Gongalo do Rio Preto, MG (TM14)
marmoratus, Reserva Ecologica do IBGE - RECOR, DF (TM148)
pfeuwiedi, Ouro Branco, MG (TM142)
‘marmoratus, Serra da Canastra, MG (TM131)
marmoratus, Serra da Salitre, MG (TM17)
marmoratus, Orizona, GO (TM126) e B. marmoratus/|

marmoratus, Goiania, GO (TM118)
B. marmoratus/
marmoratus, Leopoldo de Bulhdes, GO (TM129)
marmoratus, Hidrolandia, GO (TM116)

A [ neuwiedi, Areias, SP (TM18)
00 00 00| [-——————— neuwiedi, Curitiba, PR (TM80)
neuwiedi, Aiuruoca, MG (TM73)

_/gy o[ Meuwiedi, Jaguariaiva, PR (TM67)
| —E neuwiedi, Sao Miguel Arcanjo, SP (TM63) e Angatuba, SP (IB55555)
neuwiedi, Sao Gongalo do Rio Preto, MG (TM07)

-/ 10 neuwiedi, Aiuruoca, MG (TM28)

neuwiedi, Baependi, MG (TM10)

neuwied, Baependi, MG (TM29)

neuwiedi, Santo André, SP (TM15) e Séo Vicente de Minas, MG (TM05) e (TM33)
neuwiedi, Baependi, MG (TM30) e (TM31)

neuwiedi, Sao Vicente de Minas, MG (TM38)

B. neuwiedi/

neuwiedi, Andradas, MG (TM78) e Machado, MG (TM34)
neuwiedi, Trés Corages, MG (TM09)

neuwiedi, Alfenas, MG (TM224)

neuwiedi, Machado, MG (TM79)

neuwiedi, Pogos de Caldas, MG (TM83)

neuwiedi, Andradas, MG (TM22)

neuwiedi, Machado, MG (TM08)

neuwiedi, Aragariguama, SP (TM81)

neuwiedi, Itu, SP (TM71)

neuwiedi, Munhoz, MG (TM12)
B. neuwiedi/
neuwiedi, Sao Simao, SP (TM77)

neuwiedi, Sorocaba, SP (TM25)
neuwiedi, Santana de Parnaiba, SP (TMO1)

neuwiedi, Itu, SP (TM23), (TM42) e (TM70); Votorantim, SP (TM19); Munhoz, MG (TM41) e (TM76)
neuwiedi, Socorro, SP (TN62)

neuwiedi, Aiuruoca, MG (TM72)

$r B. marmoratus/mattogrossensis, Caiaponia, GO (TM130)

mattogrossensis, Aquidauana, MS (TM176)
mattogrossensis, Jauru, MT (TM163)

mattogrossensis, Cuiaba, MT (TM161)
mattogrossensis, Chapada dos Guimardes, MT (TM168)
mattogrossensis, Cuiaba, MT (TM157)
mattogrossensis, Cuiaba, MT (TM165)
mattogrossensis, Cuiaba, MT (TM154)
mattogrossensis, Cuiaba, MT (TM160)
mattogrossensis, Cuiaba, MT (TM164)

marmoratus, Minagu, GO (IB57513)

'marmoratus, Lajeado, TO (TMB7) e (TNB8)

G -/97 10) mattogrossensis, Chapada dos Guimaraes, MT (TM172)
mattogrossensis, Cuiaba, MT (TM162)
mattogrossensis, Cuiaba, MT (TM169)
diporus, Castro Barros, Argentina (PT3404)
mattogrossensis, Serra da Borda, MT (TM173)

9 72 00|
marmoratus, Jatai, GO (TM111)

marmoratus, Luzidnia, GO (TM113)

diporus, Blumenau, SC (1B60327)
diporus, Blumenau, SC (TM16); Tuparendi, RS (TM217) e Trés Passos, RS (TM215)
diporus, Blumenau, SC (TM32)

diporus, Chiapeta, RS (TM214)

diporus, Constantina, RS (TM44) e taipu, PR (TM66)

diporus, Tucunduva, RS (TM208)

diporus, aipu, PR (TM65) e Passo Fundo, RS (TM198)

diporus, Joia, RS (TM45)

diporus, Joia, RS (TM213)

diporus, Santiago, RS (TM209)

diporus, Tucunduva, RS (TM206)

pubescens, Cachoeira do Sul, RS (TM219)

pubescens, Cachoeira do Sul, RS (TM190)

pubescens, Camaqua, RS (TM200)

pubescens, Cangugu, RS (TM204)

pubescens, Pelotas, RS (TM185)

pubescens, Barra do Ribeiro, RS (TM193) e Gravatai, RS (TM205)
pubescens, Barao do Triunfo, RS (TM202)

pubescens, Chuvisca, RS (TM197)

pubescens, Eldorado do Sul, RS (TM203)

pubescens, Bagé, RS (TM199) e Séo Leopoldo, RS (TM201)
pubescens, Porto Alegre, RS (TM187)

pubescens, Viamao, RS (TM183)

mattogrossensis
lutzi
erythromelas
pauloensis
diporus

pubescens
marmoratus
neuwiedi

000000000

Morfologia ndo confirmada

Figura 19. Topologia obtida na analise bayesiana (AB) a partir de 1018 pb de fragmentos dos
genes mitocondriais cit b e ND4. Somente os valores de bootstrap superiores a 70% em
maxima parciménia (MP) e maxima verossimilhangca (MV) e de probabilidade posterior
superior a 95% em AB respectivamente sdo apresentados, os valores inferiores estao
representados nos ramos pelo sinal ( - ). Os asteriscos ( * ) indicam os ramos internos com
valor de bootstrap < 70% em MP/MV e probabilidade posterior < 95% em AB. Cada cor é
correspondente a uma das oito espécies do grupo neuwiedi, classificadas de acordo com a
morfologia (Silva, 2000, 2004; Silva & Rodrigues, 2008). A cor preta representa o Unico
exemplar que néo teve a morfologia confirmada.
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@ erythromelas
4 O lutzi

” @ neuwiedi

@ marmoratus
O pauloensis
O mattogrossensis

@ diporus

@ pubescens

o Morfologia nao confirmada

A 1. Jatai e 2. Goiania

M 3. Aporé e 4. Hidrolandia

£ B. mattogrossensis/marmoratus
W B. neuwiedi/pauloensis

Figura 20. Mapa com a delimitacao dos biomas brasileiros (AM = Amazo6nia, CE = Cerrado, PA =
Pantanal, CA = Caatinga, MA = Mata Atlantica e CM = Campos), indicando as localidades
amostradas. Cada cor é correspondente a uma das oito espécies do grupo neuwiedi, classificadas
de acordo com a morfologia (Silva, 2000, 2004; Silva & Rodrigues, 2008). A cor preta representa
a localidade que teve a morfologia do exemplar nao confirmada. Na localidade 1 (Jatai, GO)
ocorreu simpatria de B. marmoratus e B. pauloensis; em 2 (Goiania, GO), simpatria de B.
marmoratus e B. pauloensis; em 3 (Aporé, GO), simpatria de B. marmoratus/pauloensis e B.
pauloensis; em 4 (Hidrolandia, GO), simpatria de B. marmoratus/pauloensis e B. marmoratus.
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@ erythromelas

O lutzi

@ neuwiedi

@ marmoratus

O pauloensis

O mattogrossensis

@ diporus

@ pubescens

] Morfologia nao confirmada
A 1. Jatai e 2. Goiania

M 3. Aporé e 4. Hidrolandia
O B. mattogrossensis/marmoratus
B B. neuwiedi/pauloensis

Figura 21. Distribuicdo geogréafica dos clados obtidos nas andlises moleculares. Divisao do
territério brasileiro por biomas: AM = Amazdnia, CE = Cerrado, PA = Pantanal, CA = Caatinga,
MA = Mata Atlantica e CM = Campos. Na localidade 1 (Jatai, GO) ocorreu simpatria de B.
marmoratus e B. pauloensis; em 2 (Goiania, GO), simpatria de B. marmoratus e B. pauloensis;
em 3 (Aporé, GO), simpatria de B. marmoratus/pauloensis e B. pauloensis; em 4 (Hidrolandia,
GO), simpatria de B. marmoratus/pauloensis e B. marmoratus.
— Clado C (B. erythromelas)
Clado D (B. lutzi e Bothrops sp.)
Clado L (B. neuwied)
- Clado M (B. marmoratus, B. pauloensis e B. marmoratus/pauloensis)
Clado N (B. pauloensis e B. marmoratus)
- Clado J (B. mattogrossensis, B. mattogrossensis/marmoratus, B. marmoratus e B.
pauloensis)
Clado | (B. neuwiedi, B. pauloensis e B. neuwiedi/pauloensis)
Clado R (B. diporus)
Clado S (B. pubescens)
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5. DISCUSSAO

Este trabalho apresenta a primeira hip6tese de relagdes filogenéticas que inclui
todas as espécies de Bothrops do grupo neuwiedi.

As analises foram realizadas utilizando sequéncias parciais dos genes
mitocondriais citocromo b e ND4, totalizando 1018 pb para 140 espécimes
pertencentes ao grupo, todas geradas neste trabalho.

Os dados obtidos fornecem um aumento quantitativo e qualitativo das
informacdes disponiveis na literatura, uma vez que, até o presente, nenhum estudo
realizado incluiu todas as espécies consideradas atualmente para o grupo ou uma
amostragem tdo ampla quanto a utilizada neste trabalho. Sdo apresentadas as
primeiras informagdes das espécies B. lutzi, B. mattogrossensis e B. pubescens em
uma filogenia molecular obtida para o grupo neuwiedi.

Os resultados representam novas informacbées a serem consideradas em
conjunto com os dados morfolégicos e de distribuicdo geografica e possibilitam uma
nova visdo sobre a complexidade das espécies e dos processos envolvidos na
histéria evolutiva do grupo.

- Contribuicoes para o entendimento das espécies do grupo neuwiedi

As anadlises moleculares aqui apresentadas estdo de acordo com o seguinte
aspecto previamente descrito na literatura: o grupo jararaca se mostrou grupo irmao
do grupo neuwiedi (Parkinson, 1999; Gutberlet & Campbell, 2001; Wster et al., 2002;
Castoe & Parkinson, 2006; Fenwick et al., 2009).

Com relacao a analise mais completa até entao realizada para o grupo neuwiedi
por Fenwick et al. (2009), foram aqui acrescentados dados de B. pubescens, B. lutzi e
B. marmoratus.

Fenwick et al. (2009) recuperaram B. mattogrossensis fora do grupo neuwiedi,
em andlise que incluia para esta espécie somente caracteres morfologicos, e, com
base em estudos morfoldgicos prévios, alocaram a espécie no grupo neuwiedi. No
presente trabalho, o grupo neuwiedi foi recuperado como monofilético, com elevados
valores de suporte em todas as analises realizadas (MP/MV/AB). Sao apresentadas
nove linhagens principais (C, D, L, M, I, J, N, R e S), também corroboradas por
elevados valores de suportes (Figura 19).

O grupo neuwiedi (clado A) é uma politomia formada pelo clado C (B.

erythromelas), D (B. lutzi e Bothrops sp.), F e G. O clado F é composto pelas
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linhagens L (B. neuwied), M (B. marmoratus, B. pauloensis, B.
marmoratus/pauloensis e B. neuwiedi), e | (B. neuwiedi, B. pauloensis e B.
neuwiedi/pauloensis). O clado G é composto pelas linhagens J (B. mattogrossensis,
B. marmoratus, B. pauloensis e B. mattogrossensis/marmoratus), N (B. pauloensis e
B. marmoratus), R (B. diporus), e S (B. pubescens). Os clados F e G, sao
agrupamentos que ocupam, respectivamente, a regido leste/centro-oeste e a regido
centro-oeste/sul, e se conectam na regidao central do Brasil no Estado de Goias pelos
clados M e N.

Bothrops erythromelas, B. lutzi (incluindo Bothrops sp.) e B. pubescens,
respectivamente linhagens C, D e S, sdo recuperadas como grupos monofiléticos.
Bothrops diporus, B. mattogrossensis, B. neuwiedi, B. marmoratus e B. pauloensis
nao se mostraram reciprocamente monofiléticas, com hapl6tipos recuperados em
diferentes clados: B. diporus em R e K; B. mattogrossensis em J e K; B. neuwiedi em
M, L e I; B. marmoratus em M, N e J; e B. pauloensisem M, |, J e N.

A analise filogenética molecular do presente estudo indica a insuficiéncia e
ineficiéncia de analises de similaridade geral da morfologia como critério diagndstico
destas espécies. O problema foi verificado tanto nas espécies de facil distincdo, como
B. diporus, B. mattogrossensis, B. neuwiedi e B. pauloensis, como também em
espécies eventualmente dificeis de separar (B. marmoratus e B. pauloensis),
demonstrando a necessidade premente de uma reavaliacdo utilizando o conjunto de
dados aqui apresentados, uma vez que a taxonomia puramente fenética mostrou-se
inconsistente com as relacdes de parentesco obtidas a partir do DNA mitocondrial.

Muitas podem ser as causas das incongruéncias observadas entre os resultados
da presente analise de DNA mitocondrial e o arranjo taxonémico corrente (Silva,
2000, 2004; Silva & Rodrigues, 2008). A principio, um fator importante a ser
considerado neste caso refere-se ndao ao tipo ou qualidade da evidéncia comparativa
(morfologia versus molecular), mas ao emprego de metodologias dispares de analise,
no caso caracterizacdo de linhagens baseada em métodos fenéticos, em
contraposicdo a caracterizagdo de linhagens baseada em métodos cladisticos. O
arranjo taxonémico corrente foi baseado em dados fenéticos, isto €, construido com
base em similaridade geral. A presente analise molecular, ao contrario, ndo impde
restricbes aprioristicas quanto as unidades taxon6micas, sendo a delimitacao
depende inteiramente da interpretacéao dos resultados da analise filogenética. Dessa
forma, pode-se considerar como ndo adequada a comparacao entre os resultados das
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duas abordagens. Avaliar exatamente qual dos problemas possiveis € a principal
causa da incompatibilidade observada neste caso em particular requer uma nova
analise dos dados morfoldgicos, empregando uma metodologia filogenética
apropriada (disponivel atualmente, como, por exemplo, o TNT, que permite tratar
cada exemplar como unidade taxon6mica operacional). Somente dessa forma as
incongruéncias restantes necessitariam de uma explicacdo bioldgica adicional, por
meio da invocacao de processos particulares atuantes na evolugcdo dos caracteres
(Brower et al., 1996), tanto morfolégicos quanto moleculares (revisados brevemente a
sequir).

Entre estes, as discordancias encontradas também poderiam ser uma
consequéncia do estado polimérfico mantido nas populagbes, em funcao da
plasticidade fenotipica, que tem desenvolvido um importante papel na evolucéo
adaptativa das espécies, permitindo as populacdes utilizarem recursos distintos e
ocuparem novos habitats (West-Eberhard, 1989; Losos, 2001). Segundo Leimar
(2005), o polimorfismo em populagcdées poderia ser aleatoriamente fixado durante o
desenvolvimento, ter determinacao genética ou influéncia ambiental.

Considerando que a classificacdo atual do grupo neuwiedi é baseada
principalmente em padrdées de manchas e coloragédo, a ocorréncia dos respectivos
padrdes de B. neuwiedi e B. pauloensis em linhagens diferentes poderia ser explicada
por retencdo de morfologia ancestral. Em contraposicdo, os padrées de B.
marmoratus e de B. pauloensis, ambos de dificil distincdo (em especial nos
exemplares melanicos), sugerem a ocorréncia do fenébmeno de convergéncia. Ambos
0S casos apresentam o mesmo padrao em filogenias, e podem ocorrer em resposta a
pressoes seletivas similares (Funk & Omland, 2003). Nestes casos, os resultados
moleculares com padrao parafilético e polifilético evidenciariam a existéncia de
espécies cripticas, e por consequéncia, linhagens candidatas a novas espécies,
como, por exemplo, ressaltado por Fouquet et al. (2007) para anuros da subfamilia
Hylinae.

Organismos que estdo sob condicdes ambientais extremas estdo sujeitos a
selecdo estabilizadora e submetidos a reducao ou eliminagdo de mudancas
morfolégicas, que poderiam acompanhar a especiacao (Bickford et al., 2007).

A favor da hipotese de selecdo estabilizadora, que explicaria o padrdao nao

monofilético de varias espécies do grupo neuwiedi, existem estudos sobre a
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importancia do padrdao de manchas e coloracdo em serpentes em diversos habitats
(Bechtel, 1978; Brodie, 1993; Wster et al., 2004).

Alguns padrées de manchas e coloracées em serpentes peconhentas, quando
contrastantes, possuem a funcdo de alertar os predadores; outros servem para
camuflagem nos ambientes. Ambos os padrées podem ser imitados por animais nao
peconhentos e propiciar menos ataques de predadores (Brodie, 1993; Wiister et al.,
2004). A variagédo dos padrdes pode ser individual, regional, ontogenética ou sexual,
mas existem alguns padrées que sao recorrentes nas diferentes espécies (Bechtel,
1978). Exemplo disso pode ser observado na presenca de faixas escuras ao redor
dos olhos ou que se prolongam dos olhos ao angulo da mandibula, cuja funcao é
proteger os olhos da luz solar e/ou torna-los menos conspicuos as presas (Bechtel,
1978).

O melanismo é outro exemplo de padrao recorrente, tanto em serpentes como
nos demais vertebrados, e pode ser consequéncia da idade, protecdo para animais
que vivem em ambientes com alta incidéncia de raios solares ou auxiliar na
termorregulacdo em regides mais frias (Bechtel, 1978; Hoekstra, 2006).

Atualmente, sdo conhecidos poucos genes que estao diretamente relacionados a
variagdo no padrao de cor e pigmentacao (Hoekstra, 2006). O gene Mc1r (receptor de
melanocortina — 1), parte de uma grande familia génica envolvida no controle do
padrao de pigmentacdo e homeostase energética, € um exemplo cujas mutacoes sao
responsaveis por varios casos de melanismo em roedores, organismos-modelos para
o estudo de mecanismos que contribuem para a variagcao regional, tipo e densidade
de melanina em vertebrados (Hoekstra, 2006). Acredita-se que este possa ser um dos
genes envolvidos no exemplo de evolugao independente de fenétipos similares, que
ocorre nos lagartos de White Sands no Novo México (Hoekstra, 2006; Rosemblum,
2006). Lagartos que habitam a regiao de solo escuro, areia branca e transicao entre
os dois ambientes apresentam perda gradual de melanina (Rosemblum, 2006). Os
resultados sustentam a relacédo prevista entre a coloracdo dorsal dos animais e do
substrato, e as populagdes com respostas fenotipicas mais extremas também
apresentaram um grau maior de divergéncia genética. Rosemblum (2006) destaca a
importancia dos fatores ecoldgicos na formacédo de padrdes fenotipicos e sugere que
a selecao teria sido responsavel pela coloragdo similar na guilda de lagartos
estudada.
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Relacdes filogenéticas recuperadas para varios grupos, por meio das analises
moleculares, tém sido discordantes com as obtidas em andlises morfolégicas, que,
em geral, tendem a ser conservativas e a subestimar a diversidade das linhagens em
diversos niveis (Pellegrino et al., 2005; Fouquet et al.,, 2007; Geurgas et al., 2008;
Kelly et al., 2008; Daza et al., 2009; Hedges et al., 2009; Metzger et al., 2009; Vidal et
al., 2009; Zaher et al., 2009; Vallinoto et al., 2010).

Por outro lado, apesar de fundamentais em estudos interdisciplinares, as
abordagens moleculares isoladamente nem sempre refletem a histéria das espécies e
estdo influenciadas pela escolha particular de uma regiao genémica (Avise, 2004;
Degnan & Rosenberg, 2006). Dessa forma, sdo necessarias atencdo e cautela na
interpretacdo dos dados quando uma reconstrugao filogenética é realizada com base
em um Unico gene.

Embora este trabalho seja baseado em dois genes (cyt b e ND4), esta critica
poderia ser aplicada pelo fato de estas sequéncias serem exclusivamente
mitocondriais, e atuarem como um Uunico locus génico (Maddison, 1997; Nichols,
2001). E importante, porém, ressaltar que os dados aqui apresentados foram
analisados associando os dados das filogenias aos dados de distribuicao geogréfica e
distancia genética para o grupo neuwied!.

Em nossos resultados, as espécies monofiléticas demonstram isolamento
geografico das demais espécies, enquanto as polifiléticas - B. mattogrossensis, B.
neuwiedi, B. marmoratus e B. pauloensis - apresentam distribuicdo geografica
sobreposta, ocorréncia de simpatria e compartilhamento de haplotipos (Figura 21). A
Unica excecao foi B. diporus que, apesar de parafilética, mostrou-se isolada
geograficamente.

As espécies isoladas geograficamente estdo dispostas nos extremos da
distribuicdo do grupo neuwiedi no Brasil: regido nordeste - norte (B. erythromelas e B.
lutzi) e regido sul (B. pubescens e B. diporus). As demais, que ocorrem nos clados L,
M, I, J e N, apresentam distribuicdo intermediaria no territério brasileiro,
principalmente na regido do Cerrado, um dos biomas com os maiores indices de
endemismo e mais ameacgados no planeta.

No que concerne as distancias genéticas entre os clados, foram recuperados
valores elevados, assim como para os exemplares da mesma espécie que ocorrem
nos diferentes clados. Alguns trabalhos em viperideos mostraram divergéncia
genética para o cyt b de 4,3%, 5,7% € 6,1% entre B. caribbaeus e B. lanceolatus,
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grupo atrox e grupo asper, respectivamente (Wdister et al., 2002). Parkinson et al.
(2002) encontraram distancias genéticas de 4% a 6,4% entre as espécies do género
Agkistrodon. Fenwick et al. (2009) encontraram para o0 grupo jararaca + Qgrupo
neuwiedi (Bothropoides) divergéncia interna média de 9%; e, em relacdo ao grupo
atrox, 14,8%, ao grupo alternatus, 11,4%, a Bothriopsis, 14,6%, a Bothrocophias,
15,5% e a Porthidium, 24,5%.

Os resultados obtidos para os clados do grupo neuwiedi possuem a mesma
ordem de grandeza dos valores encontrados na literatura, também similares aqueles
encontrados para outros géneros de serpentes (1,6% a 6,2%) (Kraus et al., 1996;
Ashton & de Queiroz, 2001; Keogh et al., 2001; Wister et al., 2002b; Parkinson et al.,
2002; Rawlings & Donnellan, 2003; Sanders et al., 2006; Fenwick et al., 2009).
Portanto, os resultados de distancia genética sustentam a hipétese de que cada uma
das nove linhagens principais poderia ser considerada uma espécie.

Nagy et al. (2007), no entanto, alertam para o problema de se admitir limiares de
divergéncia genética baixos para a delimitacdo de espécies. Em sepentes do género
Madagascarophis, colubrideo endémico da llha de Madagascar, o DNA mitocondrial
recuperou seis clados com divergéncias entre si de 4,8% a 7,1% e também
apresentou altos valores de divergéncia para haplétipos de mesma localidade
compartilhados entre os clados (5,0% a 5,2%), porém a analise do DNA nuclear
recuperou apenas trés clados. A solucdao taxondémica proposta foi a delimitacdo de
apenas trés espécies; sendo uma delas composta por quatro linhagens de DNA
mitocondrial, que apresentaram evidéncias de simpatria e fluxo génico (Nagy et al.,
2007).

No grupo neuwiedi, como ressalva, ja que o marcador utilizado é exclusivamente
mitocondrial, a inclusdo de informagdes nucleares poderiam refinar ainda mais a
analise e, nesse caso, cada linhagem poderia ndo corresponder a uma espécie. A
principio, conforme mencionado anteriormente, as escolhas feitas para esta analise
basearam-se em dados da literatura para que houvesse parametros de comparacao.

A seguir, serdo apresentadas as contribuicoes das analises realizadas neste
trabalho, que proporcionardo um ponto de partida para estudos futuros. Novas
analises incluindo outros marcadores moleculares, como genes nucleares e/ou
microssatélites, estimativas de tempo de divergéncia, bem como analises

populacionais, serdo de extrema importancia para a melhor caracterizagao do grupo.

66



- Bothrops erythromelas

B. erythromelas foi recuperada como um grupo monofilético, geneticamente
muito divergente e isolado geograficamente dos demais clados da filogenia (Figuras
19 e 21, Tabela 12). Bothrops lutzi foi a espécie mais proxima geneticamente de B.
erythromelas, mas a relagao entre elas ainda nao esta resolvida.

A amostra de B. erythromelas utilizada neste trabalho foi coletada em
localidades ao longo do submédio e meédio Rio Sdo Francisco (Figura 21). Ibitira e
Santo Inacio (BA) pertencem a regidao das dunas interiores na margem direita do Rio e
Alagoado (BA), a margem esquerda. Piranhas (AL) e Petrolandia (PE) possuem
vegetacdo tipica de Caatinga, enquanto Guanambi (BA) situa-se em uma area
transicional de Caatinga para Mata, com Cerrado nas regides de altitude. Na Figura
19, os dois subclados observados nao correspondem a barreira formada pelas
margens do Rio, mas a um padrdo de diferenciacdo a montante e a jusante da regiao
central do médio S&o Francisco.

B. erythromelas foi descrita por Amaral (1923), e o holétipo é proveniente de
Jaguarari no Estado da Bahia (Amaral, 1926). Pouco é conhecido sobre os habitos da
espécie, que possui caracteristicas distintas dos outros componentes do grupo
neuwiedi, como o tamanho relativamente menor e a coloracdo em geral avermelhada
com manchas escuras, padrao que originou seu nome (Campbell & Lammar, 2004).
Segundo levantamento de herpetofauna realizado por Rodrigues (2003), a espécie foi
muito comum e de ampla distribuicdo na Caatinga.

Nos varios estudos filogenéticos, B. erythromelas é recuperada como grupo
irmao das demais espécies do grupo neuwiedi, e foi utilizada para a polarizacdo dos
caracteres na revisdo taxonémica realizada para o complexo neuwiedi (Parkinson,
1999; Silva, 2000; Gutberlet & Campbell, 2001; Wuister et al, 2002; Castoe &
Parkinson, 2006; Fenwick et al., 2009).

A quebra encontrada para B. erythromelas no Rio S&o Francisco é similar a
descrita para roedores dos géneros Neacomys minutus, Oecomys roberti e
Proechimys kulinae ao longo Rio Jurua (AM), apresentando uma quebra filogeografica
e dividindo as populacdes entre as regides médias superior e inferior (Patton et al.,
2000). Os autores sugeriram a existéncia de uma barreira biogeografica estavel nesta
regiao, uma vez que a quebra foi encontrada em varios taxons.

Um trabalho de ampla amostragem baseado na composicao floristica do Cerrado
atual, descreve a existéncia de seis provincias fitogeograficas, das quais quatro
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parecem contribuir para o entendimento de padrées que ocorrem no grupo neuwiedi
(Ratter et al., 2003; Bridgewater et al., 2004). Na Figura 22 deste trabalho, pode ser
observada a sobreposicdo destas quatro provincias fitogeograficas (PF) obtidas por
Ratter et al. (2003) e Bridgewater et al. (2004), que estdo relacionadas com a
distribuicdo da amostra do grupo neuwiedi: PF Sul, PF Centro-Sul, PF Centro-Oeste e
PF Norte-Nordeste. Similarmente ao exemplo do Rio Jurua, uma quebra foi delimitada
na regiao do médio Sao Francisco, entre a provincia fitogeogréafica norte-nordeste do
Cerrado e a Caatinga, que coincide com a separagao dos agrupamentos dentro de B.
erythromelas (Figura 22).

Uma amostragem mais ampla da espécie, em regides ao longo do Rio Séo
Francisco e distantes de suas margens, sera essencial para a melhor caracterizacao
molecular da espécie e para testar a hipotese de diferenciacdao da regido central em
direcao a cabeceira e em dire¢ao a foz do Sao Francisco.

- Bothrops lutzi

A segunda espécie recuperada como grupo monofilético neste trabalho foi B.
lutzi, geneticamente divergente e isolada geograficamente das demais espécies
(Figuras 19 e 21, Tabela 12). Os exemplares utilizados sado procedentes de
localidades com vegetacdao de Cerrado, exceto Ibiraba (BA) que esta localizada em
uma regido de dunas interiores do Rio Sao Francisco (Figura 21). Os subclados
recuperaram hapl6tipos da mesma localidade, indicio que pode ser interpretado como
fluxo génico (Figura 19). O exemplar TM27 de Piracicaba (SP) tem distribuigcéo
disjunta com relacdo a espécie, que é encontrada na regido norte-nordeste do
Cerrado (Figura 21).

Bothrops lutzi € uma entidade taxonO6mica distinta, cuja morfologia € bem
definida e os caracteres diagnésticos Unicos com relagdo as demais espécies do
grupo (Silva, 2000, 2004; Silva & Rodrigues, 2008). Ocorre no Cerrado, na provincia
fitogeografica norte-nordeste de Ratter et al. (2003) e Bridgewater et al. (2004), sendo
considerada de ocorréncia relictual nos dominios da Caatinga (Silva, 2000, 2004;
Rodrigues, 2003; Silva & Rodrigues, 2008). No entanto, recentemente, novos
registros para a espécie foram feitos na Caatinga, na Chapada de Ibiapaba, divisa dos
Estados do Piaui e Ceara, que parecem estar associados a regides de transicao entre
Caatinga e Cerrado (Loebmann, 2009).
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A distribuicdo na Caatinga, geralmente associada as manchas de Cerrado,
poderia ser interpretada como um relicto da dindmica de expansdo/retracdo da
Caatinga sobre o Cerrado. Segundo hipotese de Prado & Gibbs (1993) e Pennington
et al. (2000), durante o Pleistoceno, a floresta tropical seca sazonal (SDTF) teria
sofrido expansao sobre areas que hoje pertencem ao Cerrado e a Amaz6nia, durante
0s periodos mais secos, e vice-versa. A Caatinga é considerada um nucleo da SDTF,
remanescente de uma formacao Unica e maior que teria existido (Pleitocene Dry Arc),
diferindo do Cerrado por possui solos mais férteis, com pH basico (Prado & Gibbs,
1993; Pennington et al., 2000; Mayle, 2004).

Toda esta dinamica durante o Pleistoceno poderia ter contribuido para o
isolamento reprodutivo incompleto entre os subclados de B. lutzi, e também ter sido
responsavel por uma distribuicdo mais ampla da espécie em direcdo ao sudeste
brasileiro, que hipoteticamente, devido a condicbes ambientais desfavoraveis,
posteriormente poderia ter sido restringida a pequenas manchas. Dois fatos
corroboram a hipo6tese de populagao relictual para a ocorréncia de B. lutzi na regiao
sudeste, em Piracicaba: 1 - a formagdo dominante na Folha de Piracicaba ja foi
Cerradao e manchas de Cerrado sensu stricto, cujo histérico de perturbacées na area
fez com que a vegetacao fosse reduzida a pequenas manchas (Rodrigues, 1999); e 2
- trés espécimes com o padrao morfoldégico desta espécie foram registrados em
Americana (SP), cidade vizinha de Piracicaba (Silva, 2000, 2004; Silva & Rodrigues,
2008).

Outra explicacdo para a ocorréncia do espécime de B. lutzi (TM27) em
Piracicaba, embora remota, seria o transporte da sua area de ocorréncia nas regides
norte, nordeste e centro-oeste para a regido sudeste, na qual foi encontrado.
Lamentavelmente, o espécime em questdo, que estava extraviado durante o
desenvolvimento destas analises, pode ter sido perdido no incéndio ocorrido em 15 de
maio de 2010 na Colecdo Herpetoldgica do Instituto Butantan. Embora seja muito
remota a hipdtese de o exemplar ndo pertencer a B. lutzi, caso isso se confirmasse, a

espécie deixaria de ser monofilética.

- Bothrops pubescens

A terceira espécie recuperada como um grupo monofilético foi B. pubescens
(Figura 19), geograficamente isolada e possui distancias genéticas elevadas em
relacdo as outras espécies do grupo, exceto quando comparada a B. diporus (clado
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R), seu grupo irmao (Tabela 12). O clado de B. pubescens, composto por exemplares
dos pampas gauchos, apresentou estruturacdo no eixo norte-sul da distribuicdo da
amostra (Figura 21). A Unica excecao foi o exemplar de Bagé (RS), localidade no
extremo sul da amostra, que foi recuperado no clado norte. Sua presenca neste clado
poderia ser interpretada como decorrente de retencdo de polimorfismo ancestral ou
homoplasia molecular (Figura 19).

Os valores de distancia genética mais baixos entre B. pubescens e B. diporus
poderiam ser decorrentes da ocupacdo de regides mais frias por estas espécies,
padrdao similar aos obtidos para os organismos das regides temperadas, cujas taxas
de mutagdo sao mais lentas. Outra explicagdo seria a divergéncia muito recente entre
ambas, como observado por Rawlings & Donnellan (2003) para as serpentes do
género Morelia.

A morfologia de B. pubescens é concordante com o monofiletismo do grupo, pois
se trata de uma espécie cuja diagnose tem caracteristicas bem marcantes e distintas,
como manchas dorso-laterais do tronco com formato triangular a trapezoidal,
manchas na forma de travas na sutura entre as supralabiais e um par de manchas
dorso-cefalicas no formato de setas apontando para as laterais da cabeca (Silva,
2000, 2004; Silva & Rodrigues, 2008). Nao ha variacbes intraespecifica e geografica
amplas, ou grandes sobreposicoes de caracteres com as espécies filogeneticamente
mais préximas (B. diporus, B. pauloensis e B. mattogrossensis) (Silva, 2000, 2004;
Silva & Rodrigues, 2008).

Os estudos de -caracteristicas ecoldgicas, composicdo do veneno e de
distribuicdo geogréafica também corroboram a hip6tese de que B. pubescens é uma
entidade taxonémica diferente das demais (Silva, 2000; Hartmann et al., 2005; Morais
et al., 2006).

Esta linhagem foi recuperada com suporte elevado somente na andlise
bayesiana, o que pode ser um resultado da maior sensibilidade desta andlise ao sinal
filogenético. Mesmo com um numero relativamente pequeno de caracteres, valores de
PP de 95% podem ser recuperados (Alfaro et al., 2003; Cummings et al., 2003; Erixon
et al., 2003; Simmons et al., 2004). Por consequéncia, para a PP, a frequéncia de
rejeicdo de um grupo monofilético verdadeiro € menor, mas em compensacao, a
aceitacao de um grupo nao verdadeiro € maior que nas analises de bootstrap (Alfaro
et al.,, 2003). No entanto, varios aspectos corroboram a hipétese de que B. pubescens
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seria um grupo monofilético verdadeiro, evidenciado neste caso, pela maior

sensibilidade desta analise.

- Espécies parafiléticas ou polifiléticas

Algumas fontes de discordancias para filogenias moleculares sao a utilizagao de
genes paralogos e a recombinacdo génica. Porém, para o grupo neuwiedi, estas
hip6teses foram descartadas apds todas as possibilidades serem verificadas,
tornando-as explicagdes remotas para justificar o polifiletismo das espécies deste
trabalho.

Cada linhagem recuperada apresenta caracteristicas e histéria evolutiva
distintas, que impedem a elaboracdo de generalizacbes, sendo, portanto, necessaria

a apresentacdo de cada caso separadamente.

- Bothrops diporus

Entre as espécies com padrao nao monofilético, B. diporus é a menos complexa
deste trabalho, apresentando evidéncias para a existéncia de duas linhagens
divergentes.

A amostra do territério brasileiro foi recuperada como um grupo monofilético,
sem estruturacdo interna, e nao incluiu o exemplar (PT3404) de Castro Barros,
Argentina. Este exemplar, cuja sequéncia foi retirada do GenBank, ndo agrupou com
nenhuma das linhagens principais da analise, fazendo parte de uma politomia (clado
K). Bothrops diporus do Brasil tem elevada distancia genética com relagdo aos
demais clados da filogenia, excetuando seu grupo irméao, B. pubescens, cuja distancia
é inferior a apresentada pelos exemplares brasileiros com relagdo ao espécime
PT3404.

Embora nao tenha sido detectada diferenciagdo morfolégica entre os exemplares
do Brasil e os espécimes com distribuicdo nos paises vizinhos analisados por Silva
(2000, 2004) e Silva & Rodrigues (2008), é provavel que o espécime PT3404 possa
ser diferente daqueles do Brasil, considerando-se a distancia geografica e diversidade
ecolégica das regides nas quais a espécie ocorre nos territérios vizinhos (Chaco
Seco, Chaco Umido, Campos e Espinhal), em comparagdo ao habitat ocupado no
Brasil (Brown et al., 2005).

A possibilidade de que a sequéncia PT3404, depositada no GenBank por Castoe
& Parkinson (2006), nao corresponda, de fato, a B. diporus é remota, dado que esta é
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a Unica espécie do grupo neuwiedi de ocorréncia registrada para a regidao. No entanto,
poucos exemplares pertencentes aos territérios vizinhos foram analisados na revisao
taxonémica realizada por Silva (2000, 2004) e Silva & Rodrigues (2008). Além disso,
existe uma lacuna na amostragem da analise molecular referente a esta regiao.
Posada & Crandall (2001) e Funk & Omland (2003), entre outros, afirmam que
uma amostra apropriada € crucial para o desenvolvimento de estudos filogenéticos, e
que o nao monofiletismo das espécies em algumas andlises pode ser decorrente de
uma amostragem insuficiente. Caso os resultados obtidos aqui sejam recuperados em
uma analise com uma amostragem mais ampla, B. diporus da Argentina teria
prioridade pelo nome, em funcdo do holétipo pertencer a localidade Rio Vermejo,
fronteira entre Paraguai e Argentina (Silva & Rodrigues, 2008) e os espécimes do

Brasil seriam candidatos a uma nova espécie.

- Bothrops neuwiedi

B. neuwiedi apresentou polifiletismo, sendo recuperada em trés linhagens (L, M
e 1), que compdéem o clado mais inclusivo F. Os exemplares classificados com base
na morfologia como pertencentes a espécie e recuperados nos trés clados estao
distribuidos ao longo de cadeias montanhosas na costa leste brasileira. Apesar de
ndo ocorrer simpatria na presente amostra, os trés clados conectam suas
distribuicbes pelo compartiihamento de haplétipos de Ouro Branco (MG) (TM136 e
TM142) nos clados L e M e em Sao Gongalo do Rio Preto (MG) (TM14 e TMO07) nos
clados L e I.

Espécimes de cada um dos trés clados possuem elevada distancia genética em
relagdo aos demais clados da filogenia. A menor distancia observada € entre os
clados L e M, e subsequentemente entre os clados L e M e o clado |. Esse valores
entre L e M, porém, sdo concordantes com valores de distancias descritos para
diferentes espécies de serpentes do género Morelia (Rawlings & Donnellan, 2003).

O quadro polifilético aqui observado demonstra que geneticamente existem pelo
menos duas linhagens bem distintas (L e 1), que necessitam de uma andlise mais
detalhada a fim de verificar a possibilidade de caracterizacdo de uma nova entidade
taxonémica. A distribuicdo geografica dos representantes dos clados L e | é um
argumento a favor da hipétese de serem entidades diferentes. A linhagem exclusiva
no clado L, pertence a localidades na Serra do Espinhaco em Minas Gerais, com
excecao do exemplar de Ibiuna (SP). O clado | redne a maior parte dos exemplares
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analisados, distribuidos na regido da Serra da Mantiqueira, e ambas as linhagens
estdo sob o dominio de provincias fitogeograficas distintas (Ratter et al., 2003;
Bridgewater et al., 2004) (Figura 22).

Apenas um haplétipo de B. neuwiedi ocorre no clado M, que poderia ser
explicado por ocorréncia de homoplasia molecular (semelhanca causada por
paralelismo, convergéncia e mutagdes reversas), embora nao possam ser
descartadas as possibilidades de retencédo de polimorfismo ancestral ou evento de
introgressao no passado.

A retencao de polimorfismo ancestral € considerada um dos maiores desafios
associados a inferéncia evolutiva de grupos que divergiram recentemente (Maddison
& Knowles, 2006). Quando ocorre especiacdo, a histdéria dos genes das novas
linhagens passaria por um processo gradual de acumulo de mudancas, levando do
polifletismo ao parafiletismo e, posteriormente, ao monofiletismo reciproco das
linhagens (Slowinski, 2001; Avise, 2004). Entretanto, se a divisdo ocorre muito
rapidamente, a histdéria génica reflete o tempo antes do monofiletismo, inconsistente
com a filogenia de espécies, de modo que estes genes podem ser retidos por muito
tempo na escala evolutiva (Funk & Omland, 2003; Edwards et al., 2005).

Do ponto de vista morfoldgico, Silva (2000, 2004) e Silva & Rodrigues (2008)
encontraram um padrdo conservado de manchas para B. neuwiedi, resultado

contrastante com a analise molecular, que sugere a existéncia de espécies cripticas.

- Bothrops mattogrossensis

B. mattogrossensis apresenta-se polifilética (clados J e K), ndo isolada
geograficamente, mas com elevada distancia genética em relacdo aos demais clados.
Uma das discordancias sobre o monofiletismo da espécie tem relagcdo com o
exemplar TM173 de Serra da Borda (MT), que morfologicamente assemelha-se a B.
mattogrossensis, mas nao agrupa com o0s demais exemplares, ocupando uma
posicao incerta no clado K.

O clado J agrupa os demais exemplares de B. mattogrossensis, com alguns
exemplares de B. marmoratus, B. pauloensis e o espécime intermediario entre B.
marmoratus e B. mattogrossensis. Estes espécimes estao estruturados em quatro
subclados, cuja distancia genética interna é baixa, mas entre os agrupamentos é
relativamente elevada. Adicionalmente, haplétipos da Chapada dos Guimaraes e
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Cuiaba (MT) sao recuperados simultaneamente em dois agrupamentos, uma
evidéncia que pode ser interpretada como fluxo génico ou homoplasia molecular.

De acordo com Striissmann (comunicacgao pessoal), o exemplar TM173 de Serra
da Borda (MT) ocorre em elevada altitude, com caracteristicas morfoldgicas e
ecolégicas distintas dos demais B. mattogrossensis. Portanto, dados filogenéticos,
distancia genética, isolamento geografico e morfolégico sugerem que o exemplar seja
analisado minuciosamente, com a possivel caracterizacao de uma nova espécie.

Os subclados do clado J em conjunto com os valores de distancia e dados de
distribuicdo geografica, poderiam ser interpretados como evidéncias da existéncia de
novas entidades taxon6micas, que teriam comecado a divergir recentemente e que
necessitam de uma melhor caracterizacdo. Por outro lado, esses exemplares
poderiam ser considerados uma Unica entidade taxondmica, cuja variacao
intraespecifica é confundida com a interespecifica, similarmente ao detectado para os
complexos de serpentes Elaphe obsoleta e Elaphe guttata, tradicionalmente
diagnosticadas pelo padrao de coloracdo e/ou manchas muito divergentes, com sete
e cinco subespécies, respectivamente. Os dados moleculares a partir de sequéncias
do citocromo b, isolamento geogréafico e distancia genética foram essenciais para
compreender que os complexos de subespécies delimitados pela morfologia néo
representavam unidades evolutivas distintas, mas apenas trés espécies plenas em
cada um dos complexos (Burbrink et al., 2000; Burbrink, 2001, 2002). Neste caso,
uma mudancga no sistema taxondmico foi a solucdo proposta para o polifiletismo
observado, que também poderia ser causado por retencédo de polimorfismo ancestral.

- Bothrops marmoratus

B. marmoratus € polifilética, ndo isolada geograficamente e com elevada
distancia genética entre os demais clados. A espécie ocorre em trés clados (M, N e J)
com distancias genéticas elevadas entre os exemplares. O clado M concentra a maior
parte dos espécimes; os exemplares do clado N agrupam em um subclado com varios
representantes de B. pauloensis de Goids, ambos com distribuicbes geograficas
concentradas na regiao central do Brasil. Os espécimes de B. marmoratus do clado J
agruparam em um subclado que ocorre na regido norte da distribuicdo geogréfica,
disjunta da distribuicdo dos clados M e N.

As duas Unicas ocorréncias de simpatria que foram efetivamente detectadas em
nossa amostra envolvem B. marmoratus e B. pauloensis dos clados M e N em Goias:
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de Jatai, um exemplar de B. pauloensis (TM112) é recuperado no clado N com o
espécime de B. marmoratus (TM111); e de Goiania, o exemplar de B. pauloensis
(TM120) foi recuperado no clado M com o espécime de B. marmoratus (TM118). A
presenca de individuos com morfologia intermediaria entre as espécies B. pauloensis
e B. marmoratus, exemplares TM127 e TM119 (Aporé e Hidrolandia — GO), também
ocorrem na regiao e estao no clado M.

A localidade de Goiania (GO) necessita de maiores esclarecimentos, pois, além
de ter sido detectada simpatria entre B. marmoratus e B. pauloensis (clados M e N),
também foi detectado um exemplar de B. pauloensis (TM120) com haplétipo
mitocondrial de B. marmoratus, evidenciado a possibilidade de uma zona de
hibridagédo na regiéo.

Os exemplares intermediarios poderiam ser interpretados como hibridos naturais
entre as duas espécies, e uma evidéncia da simpatria entre estas espécies em algum
momento de suas historias evolutivas. As localidades Aporé e Hidrolandia (GO) séo
evidéncias a favor desta hipbtese, porque, além dos intermediarios, possuem
individuos com morfologia de apenas uma das espécies, tornando-se candidatas a
maiores investigacoes. A situacdo de Aporé é ainda mais complexa, quando
considerado que o haplétipo de B. marmoratus/pauloensis (TM127) é compartilhado
por B. marmoratus de Orizona (TM126) e B. pauloensis de Goiania (TM120).

Outra explicacao para ocorréncia destes exemplares de morfologia intermediéaria
seria a grande sobreposicdo de caracteres entre as espécies, impossibilitando o
discernimento entre uma e outra. Para certificar-se da ocorréncia de hibridos naturais
nestas localidades, serdo necesséarios estudos populacionais com o uso de
marcadores, como 0s microssatélites ou AFLPs (fragmentos amplificados de
tamanhos polimorficos) (Mebert, 2008; Sequeira et al., 2008).

O fato de nao terem sido encontradas diferencas nos hemipénis das varias
espécies do grupo neuwiedi somado a ocorréncia de cruzamentos interespecificos de
Bothrops em cativeiro apoiariam a hipétese de cruzamentos ocorrerem também na
natureza (Silva & Rodrigues, 2008; Balestrin et al., 2002).

As ocorréncia de simpatria, presenca de individuos com morfologia intermediaria,
deteccao de haploétipos compartilhados entre os clados M e N de B. marmoratus e B.
pauloensis, e o fato de todos os exemplares estarem localizados no nucleo do

Cerrado no Estado de Goias, tornam a regiao candidata a uma zona de hibridacao.
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A hipotese de introgressao por contato secundario entre os clados M e N
apresenta a favor a ocorréncia de uma zona de transicdo entre as provincias
fitogeograficas centro-oeste e centro-sudeste do Cerrado (Ratter et al.,, 2003;
Bridgewater et al., 2004) (Figura 22).

Contato atual entre espécies, existéncia de individuos de morfologia
intermediaria e dados de DNA mitocondrial divergentes do morfolégico séo
considerados como uma assinatura da introgressdo genética recente (Funk &
Omland, 2003). Com este padrao, existe o0 exemplo classico de introgressdao no DNA
mitocondrial detectada nas populacées norte-americanas de lobos e coiotes, que
teriam entrado em contato devido a destruicdo dos seus habitats (Lehman et al.,
1991). Outro exemplo para este padrao foi descrito por Lorenzen et al. (2006) em
populacées de antilopes do género Kobus, que ocorrem em parapatria no leste
Africano. Dessa forma, em organismos cujos marcadores nucleares recuperam o
mesmo padrao de reticulacdo dos marcadores mitocondriais, o padrao é interpretado
como introgressao recente. Contudo, ainda que o marcador nuclear ndo recupere
padrbes similares de reticulagdo dos marcadores mitocondriais, mas for associado a
ocorréncia de zona de hibridacdo, o padrao também pode ser interpretado como
introgressao recente, conforme sugerido para Drosophila do grupo yakuba (Bachtrog
et al., 2006).

A localidade Orizona (GO), cujo exemplar é recuperado no clado M, é a mais
préoxima de Ipameri (GO), localidade-tipo da espécie, fazendo com que o clado M
tenha prioridade pelo nome (Silva, 2000, 2004; Silva & Rodrigues, 2008).

Os exemplares do clado J podem ter sido identificados como B. marmoratus em
decorréncia da convergéncia de caracteres morfoldégicos e serem considerados
pertencentes a espécie predominante no clado J. No entanto, outras evidéncias
(distancia genética e isolamento geografico) indicam que possam ser candidatos a

uma nova espécie.

- Bothrops pauloensis

A espécie B. pauloensis possui o padrao mais complexo do grupo neuwiedi,
sendo polifilética, ndo isolada geograficamente e com elevados valores de distancia
em relagcdo a maioria dos clados. Os resultados obtidos neste trabalho recuperam
representantes de B. pauloensis em quatro clados (M, N, | e J), geneticamente muito

divergentes. O clado N agrupa a maior parte dos exemplares da espécie; os clados M,
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| e J recuperam poucos exemplares de B. pauloensis, € agrupam em sua maioria,
respectivamente: B. marmoratus, B. neuwiedi e B. mattogrossensis. Todos
exemplares de B. pauloensis amostrados ocorrem no bioma Cerrado.

A questao de B. pauloensis dos clados N e M, ja foi amplamente discutida no
item sobre B. marmoratus. Todas as evidéncias apontam para a reticulacao entre as
duas espécies.

O compartilhamento de haplétipos (TM112 e TM 115) de B. pauloensis de Jatai
entre os clados N e J, e os demais exemplares da espécie no clado J, poderiam ser
interpretados como retengdo de polimorfismo ancestral ou introgressdo. Separar
eventos de introgressao, da retencdo de polimorfismo ancestral € uma tarefa dificil,
pois, com a passagem do tempo evolutivo, qualquer distincdo 0til entre os dois
processos sera rapidamente perdida no processo estocastico (Sneath, 2000; Funk &
Omland, 2003). Mas o uso concomitante de marcadores mitocondriais e nucleares
possibilitaria o discernimento entre eventos de introgressdo e retencdo de
polimorfismo ancestral, que ndo sao eventos mutuamente exclusivos (Costa et al.,
1992; van Oppen et al., 2001; Weickstein et al., 2001; Vollmer & Palumbi, 2002;
Alexandrino et al., 2005; Weisrock et al., 2005; Heckman et al., 2007; Susnik et al.,
2007; Willyard et al., 2008).

Os exemplares intermediarios entre B. pauloensis e B. neuwiedi e os demais
exemplares de B. pauloensis que agrupam com B. neuwiedi, também sao indicios de
que pode ter havido introgressdo, mas como nao foi detectada simpatria atual, estes
eventos poderiam ter ocorrido no passado. A introgressdao antiga é evidenciada
quando duas linhagens que estdo isoladas geograficamente compartilham
marcadores nucleares que s&o divergentes do mitocondrial, que, por sua vez,
coincide com a morfologia. Um exemplo de introgressao antiga foi descrito por Susnik
et al. (2007), em que o DNA nuclear indicou que a truta do rio Jadro originou-se de um
evento de hibridagdo entre trutas marrons da bacia adridtica. A linhagem do Jadro
compartilhou 59 alelos de microssatélites com a populagdo de truta marron dos rios
Krka e Zrmanja (Susnik et al., 2007). No entanto, esta linhagem também apresentou
nove alelos de microssatélites exclusivos, pois a populagao teria ficado isolada tempo
suficiente para comecar a se diferenciar (Susnik et al., 2007). Em funcao do tempo de
coalescéncia quatro vezes mais rapido no DNA mitocondrial, raramente o padréao
reticulado neste marcador € interpretado como um evento de introgressao no

passado.
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Portanto, se novas amostras na regidao de ocorréncia destes individuos e
arredores nao revelarem a existéncia de uma zona de hibridacao atual entre estas
espécies, uma analise mais detalhada podera corroborar a hipétese de que sejam
eventos antigos de hibridacao.

Todas as evidéncias até entdo apresentadas na literatura sdo a favor da
hip6tese de uma entidade taxondémica Unica. Bothrops pauloensis apresenta diagnose
muito distinta das demais espécies do grupo neuwiedi, exceto B. marmoratus, cujos
caracteres sdo sobrepostos (Silva, 2000; 2004; Silva & Rodrigues, 2008). E
considerada endémica do Cerrado, ocorrendo em areas abertas de vegetacao seca
sazonal (Valdujo et al., 2002). Em estudo ecolégico dos exemplares de ltirapina (SP),
Parque Nacional das Emas (GO) e Reserva Ecolégica do IBGE — RECOR (DF), nao
foi detectada variacao geografica nos aspectos ecolégicos em B. pauloensis (Valdujo
et al., 2002), contrastando diretamente com os resultados moleculares obtidos para os
exemplares destas mesmas localidades que estdo neste trabalho e foram
recuperados em clados distintos.

Bothrops pauloensis poderia ter ocupado uma distribuicdo mais abrangente no
passado, e o polifletismo e individuos de morfologia intermediaria observados
atualmente seriam evidéncias de introgressdo genética onde houve contato com as
espécies B. neuwiedi, B. marmoratus e B. mattogrossensis. Alternativamente, as
linhagens | e J poderiam ser candidatas a entidades taxonémicas distintas, que, em
funcdo da convergéncia morfolégica, sdo identificadas como a mesma espécie,
similarmente ao observado no exemplo classico em peixes ciclidios nos lagos do leste
africano ou anfibios Neotropicais do complexo Rhinella marina (Albertson et al., 1999;
Rubber et al., 2001, Vallinoto et al., 2010). Como a espécie-tipo de B. pauloensis é
pertencente a Leme, localidade que se situa na regido nordeste do Estado de Séao
Paulo, os exemplares do clado | teriam prioridade pelo nome (Silva, 2000, 2004; Silva
& Rodrigues, 2008).

Lamentavelmente, a rapida degradacdo ambiental do Cerrado em fungao da
exploragdo econdmica e a existéncia de raras unidades de conservagao neste bioma
comprometem os estudos da diversificacdo dos organismos e a conservagcao da
biodiversidade. O quadro torna-se ainda mais grave considerando-se que a maior
parte das linhagens do grupo neuwiedi ocorre no Cerrado, que esta entre os 25
principais hotspots do planeta, e entre os cinco menos preservados (Ratter et al.,
1997; Myers et al., 2000).
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Os resultados apresentados proporcionam uma nova Vvisdo a cerca da
complexidade biolégica do grupo neuwiedi, que em funcao das interacdes bioldgicas e
da sua histéria evolutiva, podera ndo apresentar uma resolugdo taxonémica simples
baseando-se nos dados existentes pretéritos e atuais.

Ao longo de todos estes anos, o Unico trabalho realizado com intuito de
compreender melhor o grupo neuwiedi foi a revisdo taxonémica realizada por Silva
(2000, 2004) e Silva & Rodrigues (2008), com um amplo esfor¢co de coleta de dados
realizados. Hoje, pouco resta dos exemplares do grupo neuwiedi que foram
estudados, dada a fatalidade ocorrida com a Colecdo Herpetolégica do Instituto
Butantan que abrigava a maior parte destes exemplares. O que resta sao os dados
que foram coletados e a possibilidade de reavalia-los sob uma nova perspectiva, em
conjunto os dados de DNA mitocondrial.

Além disso, com a geracao destas novas sequéncias para o grupo, calculos de
tempo de divergéncia mais precisos deverdo ser realizados, uma vez que as
estimativas mais proximas foram realizadas para B. jararaca, grupo irmao de
neuwiedi, por Grazziotin et al. (2006). Os autores estimaram que as populacdes de B.
jararaca teriam comecgado a se diferenciar ha cerca de 3,8 milhdes de anos. Poder-se-
ia aventar, por aproximacao, que a separacao entre 0S grupos jararaca e neuwiedi
tenha se iniciado ao menos ha 3,8 milhdes de anos, e que a divergéncia interna do
grupo neuwiedi deva ser mais recente, tendo estado sob a influéncia das flutuacées
climaticas que ocorreram durante o Plio-Pleistoceno e as dinamicas de
expansao/retracao entre as florestas e savanas, causando um padrdao complexo de
elevada biodiversidade (Haffer, 1969; Prado & Gibbs, 1993; Ratter et al.; 1997;
Pennington et al., 2000).

Podera ser realizada a interpretacdo dos dados por meio de redes filogenéticas,
que representam melhor a evolugdo reticulada e que poderdo ser estimadas por
algoritmos baseados em distancia, parcimbnia e verossimilhanca ou andlises de
coalescéncia (Legendre, 2000; Maddison & Knowles, 2006; Heckman et al., 2007;
Posada & Cradall, 2001).

O uso de novos marcadores mitocondriais € nucleares para a ampliagdo dos
estudos filogenéticos podera garantir a realizacdo de estudos populacionais, com
exploracédo das zonas de hibridacado detectadas, que poderao ser alvo de estudos do
padrao de variacdo na frequéncia alélica e do fenébmeno de redugédo de introgressao

em marcadores ligados ao cromossomo sexual em relacdo aos marcadores
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autossémicos, causada pela diminuicdo no valor adaptativo dos hibridos de sexo
heterogamético, prevista pela Regra de Haldane (Funk & Omland, 2003; Johnson,
2008). Além de uma infinidade de outros estudos com abordagens multidisciplinares
que, a partir deste momento, poderdo direcionar seus objetivos em funcdo do
conhecimento gerado por estas analises.
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Figura 22. Delimitacdo das quatro provincias fitogeograficas (linhas pretas continua e
descontinuas) obtidas por Ratter et al. (2003) e Bridgewater et al. (2004), sobrepostas a
amostra do grupo neuwiedi utilizada neste trabalho, sendo:

PCO = Provincia Centro-Oeste

PN-NE = Provincia Norte-Nordeste

PCS = Provincia Centro-Sul

PS = Provincia Sul

@ erythromelas O Ilutzi @ neuwiedi @ marmoratus O pauloensis© mattogrossensis @ diporus @ pubescens

@ Morfologia ndo confirmada [0 B. mattogrossensis/marmoratus W B. neuwiedi/pauloensis

Ao fundo, biomas do territério brasileiro: AM = Amazénia, CE = Cerrado, PA = Pantanal, MA
= Mata Atlantica e CM = Campos. Na localidade 1 (Jatai, GO) ocorreu simpatria de B.
marmoratus e B. pauloensis; em 2 (Goiania, GO), simpatria de B. marmoratus e B.
pauloensis; em 3 (Aporé, GO), simpatria de B. marmoratus/pauloensis e B. pauloensis; em 4
(Hidrolandia, GO), simpatria de B. marmoratus/pauloensis e B. marmoratus.
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6. CONCLUSOES

Abordagens taxondmicas, ecologicas, biogeograficas, toxicoloégicas e
filogenéticas tém contribuido de forma significante para o entendimento das serpentes
Neotropicais, ainda pouco conhecidas. Os dados moleculares despontam entre as
ferramentas mais promissoras e utilizadas atualmente, na tentativa de contribuir para
a definicao dos limites de espécies e, consequentemente, para melhor compreender a
evolucao e gerenciar a conservacao destes organismos.

Com a caracterizacao realizada neste trabalho, o grupo neuwiedi representa um
dos agrupamentos de serpentes Neotropicais que mais acumulou informacdes
moleculares. Apesar de a compreensdao do grupo estar apenas comecando, ja
demonstra ser muito mais complexo do que se pode inferir a partir das abordagens
até entao realizadas. As atuais andlises permitem concluir algumas tendéncias:

O grupo neuwiedi (clado A) é uma politomia formada pelo clado C (B.
erythromelas), D (B. lutzi), F e G.

O clado F é composto pelas linhagens L (B. neuwiedi), M (B. marmoratus, B.
pauloensis, intermediarios entre B. marmoratus e pauloensis e B. neuwiedi), e | (B.
neuwiedi, B. pauloensis e intermediarios entre B. neuwiedi e pauloensis).

O clado G é composto pelas linhagens J (B. mattogrossensis, B. marmoratus, B.
pauloensis e intermediarios entre B. mattogrossensis e marmoratus), N (B. pauloensis
e B. marmoratus), R (B. diporus), e S (B. pubescens).

Os clados F e G, sao agrupamentos que ocupam, respectivamente, a regiao
leste/centro-oeste e a regido centro-oeste/sul, e se conectam na regiao central do
Brasil no Estado de Goias, pelos clados M e N.

As diferentes andlises recuperaram trés espécies atuais, definidas com base em
caracteres morfologicos, reciprocamente monofiléticas: B. erythromelas, B. lutzi e B.
pubescens.

Bothrops diporus, B. mattogrossensis, B. neuwiedi, B. marmoratus e B.
pauloensis nao se mostraram reciprocamente monofiléticas. Hapl6tipos de B. diporus
e B. mattogrossensis foram recuperados em dois clados diferentes, B. neuwiedi e B.
marmoratus em trés clados, e B. pauloensis em quatro clados.

Os padroes parafiléticos e polifiléticos observados poderiam ser explicados por
um arranjo taxonémico inadequado, retencado de polimorfismo ancestral, homoplasia

molecular e eventos de introgressdo genética antiga e recente na histéria evolutiva do
grupo.
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A insuficiéncia e ineficiéncia de analises de similaridade geral da morfologia
como critério diagnostico destas espécies demonstram a necessidade premente de
uma reavaliacdo do arranjo taxonémico corrente.

Os padrdes de coloracdo e manchas das espécies B. neuwiedi, B. diporus, B.
pauloensis, B. marmoratus e B. mattogrossensis recorrentes dentro do grupo, podem
ser um indicio de que a morfologia ndo seja eficiente para a deteccédo da diversidade
do grupo, e o ndo monofiletismo na abordagem molecular evidencia a existéncia de
espécies cripticas, que poderiam ser explicadas por retencdo de morfologia ancestral
ou convergéncia morfolégica, promovidos pela sele¢ao estabilizadora.

A observacao de compartiihamento de haplétipos, simpatria e individuos de
morfologia intermediaria em uma zona de transi¢cdo sao fortes evidéncias de que as
espécies B. marmoratus e B. pauloensis (clados M e N) sofreram introgressao
genética recente em funcao de contato secundario, e sugerem a existéncia de uma
zona de hibridagédo no Estado de Goias.

Os demais clados com individuos de morfologia intermediaria e
compartilhamento de haplétipos entre localidades, sem evidéncia de simpatria atual,
sdo candidatos a eventos de introgressao antiga, decorrentes de contatos ocorridos
entre as espécies em algum momento de suas histérias evolutivas.

As analises filogenéticas em conjunto com dados de distancia genética e de
distribuicdo geografica para o grupo neuwiedi podem estar evidenciando ao menos
duas linhagens candidatas a novas espécies: B. diporus (PT3404) da Argentina e B.
mattogrossensis (TM173) de Serra da Borda (MT).

Foram recuperadas nove linhagens, com o possivel arranjo de nove espécies
(embora qualquer decisdao com base em um Uunico marcador molecular deva ser
evitada):

Linhagem C — B. erythromelas

Linhagem D — B. lutzi

Linhagem M — B. marmoratus

Linhagem L - Bothrops sp.

Linhagem | — B. neuwiedi

Linhagem J — B. mattogrossensis

Linhagem N - B. pauloensis

Linhagem R — B. diporus

Linhagem S — B. pubescens
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Apesar da ampla amostragem realizada neste trabalho para o grupo neuwiedi,
algumas regides precisam ser amostradas para uma caracterizacdo molecular mais
completa, como a regido sudoeste brasileira e paises que fazem fronteira com o
Brasil, com um grande problema a ser transposto, a degradagdo ambiental com perda
dos habitats.

Novas analises incluindo outros marcadores moleculares, como genes nucleares
e microssatélites, estimativas de tempo de divergéncia entre as espécies, bem como
analises populacionais serao de extrema importancia para a melhor compreensao da
evolucao do grupo, bem como a reavaliacdo do arranjo taxondémico corrente em
conjunto com os dados mitocondriais aqui apresentados, de modo a implementar o

conhecimento do grupo.
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7. RESUMO

O grupo neuwiedi é composto por oito espécies amplamente distribuidas na
diagonal das formagdes abertas da América do Sul: Bothrops diporus, B.
erythromelas, B. lutzi, B. mattogrossensis, B. marmoratus, B. neuwiedi, B. pauloensis
e B. pubescens. Foi utilizada uma amostra de 140 espécimes, com intuito de fornecer
um teste independente, do limite das espécies e uma hipétese filogenética para os
membros do grupo. As inferéncias filogenéticas realizadas a partir da maxima
parcimonia, maxima verossimilhanca e analise bayesiana, utilizando sequéncias de
1018 pb dos genes mitocondriais citocromo b e ND4 combinados, recuperaram
topologias similares, nas quais as espécies do grupo neuwiedi formam um grupo
monofilético com elevados valores de suporte. Foi recuperado o monofiletismo
reciproco para as espécies B. erythromelas, B. lutzi e B. pubescens. Entretanto, B.
diporus, B. mattogrossensis, B. neuwiedi, B. marmoratus e B. pauloensis
apresentaram-se parafiléticas ou polifiléticas, como atualmente definidas. Haplétipos
de Bothrops diporus e B. mattogrossensis foram recuperados em dois clados
distintos, B. neuwiedi e B. marmoratus em trés clados, e B. pauloensis em quatro
clados. Os padroes parafiléticos e polifiléticos recuperados para os haplétipos podem
ser decorrentes de um arranjo taxondémico inadequado, retencdo de morfologia
ancestral, convergéncia morfologica, plasticidade fenotipica, eventos de introgressao
genética recente e antiga na histéria evolutiva do grupo, homoplasia molecular e
retencédo de polimorfismo ancestral, fendmenos que nao sdo mutuamente exclusivos.
O compartilhamento de haplétipos de DNA mitocondrial, simpatria e individuos de
morfologia intermediaria entre B. marmoratus e B. pauloensis sao evidéncias que
sugerem a ocorréncia de introgressdo recente e a existéncia de uma zona de
hibridacdo na regido central do Brasil. As inferéncias filogenéticas para o grupo
neuwiedi sugerem a possivel existéncia de espécies cripticas, demonstrando a
necessidade premente de uma reavaliacao da taxonomia corrente, a partir da analise
conjunta dos dados morfolégicos e DNA mitocondrial aqui apresentados. Também
serdo necessarios estudos complementares a partir de marcadores nucleares. Esta
pesquisa, quando comparada aos estudos filogenéticos prévios, representa um
marcante aumento na quantidade e qualidade da amostragem para o grupo neuwiedi,
incluindo todas as espécies atualmente reconhecidas e amostra de 140 individuos
para 92 localidades de 13 Estados do Brasil, fornecendo importantes informacdes
para o entendimento e conservacao da biodiversidade das serpentes Neotropicais.
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8. ABSTRACT

The neuwiedi group of species of the genus Bothrops is widespread in open
areas of South America, and it is composed by eight current species: Bothrops
diporus, B. erythromelas, B. lutzi, B. mattogrossensis, B. marmoratus, B. neuwiedi, B.
pauloensis, and B. pubescens. A total of 140 samples were used to provide an
independent test of the species boundaries and a hypothesis of phylogenetic
relationships among the members of this group. Our combined data (1018 bp of cyt b
and ND4 from mtDNA) recovered the neuwiedi group as a highly supported
monophyletic group in Maximum Parsimony, Maximum Likelihood and Bayesian
Analyses. Reciprocal monophyly for each B. erythromelas, B. lutzi and B. pubescens
was recovered. However, B. diporus, B. mattogrossensis, B. neuwiedi, B. marmoratus
and B. pauloensis showed to be paraphyletic and polyphyletic as currently defined.
Haplotypes from each B. diporus and B. mattogrossensis were recovered in two
different clades, B. neuwiedi and B. marmoratus were recovered in three clades, and
B. pauloensis in four clades. The lack of monophyletic species could be explained by
imperfect taxonomic analysis method, retention of ancestral morphology, convergent
morphology, plasticity phenotipic, recent and ancient introgression, molecular
homoplasy and incomplete lineage sorting, and these phenomena are not mutually
exclusive.

Sympatry, phenotipycally intermediate specimens and mtDNA haplotypes shared
between B. marmoratus and B. pauloensis, provide evidences for recent introgression
and the possibility of occurrence of a hybrid zone in Central Brazil. These phylogenetic
inferences within neuwiedi group suggest the possible occurrence of cryptic species
which were no detected morphologically, and the necessity of a current taxonomy
review based on combining data presented here to morphological data. Compared to
previous phylogenetic studies, the investigation presented here represents a
remarkable increasing in quantity and quality concerning the group sampling, since it
includes all the currently recognized species and samples of 140 individuals from 92
localities of 13 states of Brazil. It has never been done before, and supplies important
information for understanding and to the conservation of Neotropical snake
biodiversity.
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Anexo 1. Listagem das sequéncias retiradas do GenBank e utilizadas na analise inicial: espécie, nUmero de acesso, numero do voucher

e referéncia.

Espécie Localidade cyt b ND4 Voucher Referéncia
Agkistrodon piscivorus Estados Unidos, Carolina do Sul AF156578 CLP30 Parkinson et al., 2000
Bothriopsis bilineata Equador, Morona Santiago, Macuma AF292592 AF292630 FHGO 983 Woister et al., 2002a
Bothriopsis chloromela Peru, Dept. Pasco DQ305471 DQ305488 LSUMZ 41037 Castoe & Parkinson, 2006
Bothriopsis pulchra Equador, Estacién Cientifica San Francisco, Zamora Chinchipe AF292593 AF292631 FHGO colegéo viva 2142 Waster et al., 2002a
Bothrops punctatus Equador, Pedro Vicente Maldonado, Pichincha AF292594 AF292632 FHGO colecéo viva 2166 Wiister, ndo publicado
Bothiropsis taeniata Suriname AY223592 AY223637 sem voucher Parkinson et al., 1999
Bothrocophias hyoprora Equador, Morona Santiago, Macuma AF292576 AF292614 FHGO 4005 Woister et al., 2002a
Bothrocophias microphthalmus Equador, Zamora Chinchipe, Cuenca del Rio Jamboe AF292577 AF292615 FHGO 2566 Waster et al., 2002a
Bothrocophias campbelli Ecuador, Chimborazo, Pallatanga AF292584 AF191582 INHMT, n&o catalogado Wister et al., 2002a
Bothrops alcatraz llha de Alcatrazes, SP AY865820 CBGM-baz001 Grazziottin et al., 2006
Bothrops alternatus Itirapina,SP EU867275 EU867287 ITS358 Fenwick et al., 2009
Bothrops ammodytoides Argentina, Prov. Neuguen AY223595 AY223639 MVZ 223514 Parkinson et al., 2002
Bothrops asper Belize, Colegao do Zooldgico AF292600 AF292638 colegéo viva Wister et al., 2002a
Bothrops atrox Sem localidade AF292604 AF292642 FHGO colegéo viva 1424 Wister, nao publicado
Bothrops brazili Venezuela, Amazonia EU867276 EU867288 USNM_RWM17831 Fenwick et al., 2009
Bothrops caribbaeus Santa Lucia AF292598 AF292636 solto ap6s amostragem Woister et al., 2002a
Bothrops diporus Argentina, Castro Barros, La Rioja DQ305472 DQ305489 PT3404 Castoe & Parkinson, 2006
Bothrops diporus Blumenau, SC AF292587 AF292625 IB 60327 Woister,W. unpublishe d
Bothrops erythromelas Guanambi, BA AF292588 AF292626 IB 55541 Wister et al., 2002a
Bothrops erythromelas Piranhas, AL AY223600 u41877 RG 829 Parkinson et al., 2002
Bothrops fonsecai Campos do Jordao, SP AF292580 AF292618 IB 55543 Wister et al., 2002a
Bothrops insularis llha da Queimada Grande, SP AF292590 AF292628 solta ap6s amostragem Woister et al., 2002a
Bothrops isabelae Venezuela Guanare, Portuguesa AF292603 AF292641 solto ap6s amostragem Woiister, ndo publicado
Bothrops itapetiningae ltirapina, SP EU867277 EU867289 ITS427 Fenwick et al., 2009
Bothrops jararaca Piraquara, PR AY122857 AY122864 sem voucher Woister et al., 2005
Bothrops jararacussu Cananéia, SP AF292596 AF292634 IB 55313 Woiister et al., 2002a
Bothrops lanceolatus Martinica AF292599 AF292637 sem voucher Waster et al., 2002a
Bothrops leucurus Sem localidade EU867279 EU867291 CLP195 Fenwick et al., 2009
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Espécie Localidade cyt b ND4 Voucher Referéncia

Bothrops marajoensis llha de Marajo, PA AF292605 AF292643 solto ap6s amostragem Woister et al., 2002
Bothrops marmoratus Minagu, GO AF292624 IB57513 Woiister, ndo publicado
Bothrops moojeni Itirapina, SP EU867280 EU867292 ITS406 Fenwick et al., 2009
Bothrops osbornei Sem localidade AF292595 AF292633 FHGO colegéo viva 2166 Woister et al., 2002a
Bothrops pauloensis Sem localidade EU867284 EU867296 CLP3 Fenwick et al., 2009
Bothrops pictus Peru, Pullo, Aycucho AF292583 AF292621 Colecéo de O. Pesantes Wister et al., 2002a
Cerrophidion goodmani Sem localidade AY220325 AY220348 UTAR40008 Castoe & Parkinson, 2006
Crotalus durissus durissus Costa Rica, Baia de Pajaros, Puntarena AY704835 AY704885 1097 Woister et al., 2005
Lachesis muta Peru AY223644 Cadle 135 Parkinson et al., 2002
Lachesis stenophrys Costa Rica, Bri-Bri, Chiroles U96026 Cadle 135 Zamudio & Greene, 1997
Ophryacus undulatus México AY223633 CLP73 Parkinson et al., 2002
Porthidium dunni México AY223581 AY223630 ENS9705 Parkinson et al., 2002
Porthidium arcoasae Equador AY223582 AY223631 WWW-750 Parkinson et al., 2002
Sistrurus miliarius Sem localidade SMU41889 Kraus et al., 1996
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Anexo 2. Valores minimos e maximos das distancias genéticas corrigidas pelo modelo K2P, calculados para os clados recuperados nas

inferéncias filogenéticas das espécies do grupo neuwiedi, com base em 378 pb do gene mitocondrial citocromo b. Em negrito estdo

destacadas as distancias intraespecificas.

Clado C Clado D Clado L Clado M Clado N Clado | Clado J Clado R Clado S
Porthidium nasutum 0,197 - 0,204 0,175-0,186 | 0,215-0,218 | 0,207 -0,215 | 0,186 - 0,200 | 0,178 - 0,207 | 0,171 -0,197 0,181 -0,211 | 0,189 -0,193
Bothrocophias hyoprora | 0,136 - 0,153 0,126 - 0,131 | 0,127 -0,135 | 0,131 -0,135 | 0,130-0,142 | 0,119-0,139 | 0,123 -0,140 0,122-0,135 | 0,126 - 0,127
Bothrops alternatus 0,115-0,131 0,098 -0,106 | 0,116-0,121 | 0,108 -0,112 | 0,110-0,122 | 0,104 -0,116 | 0,099 - 0,122 0,102-0,114 | 0,106 - 0,110
Bothrops atrox 0,134 - 0,138 0,114-0,134 | 0,157 -0,161 | 0,143-0,147 | 0,127 -0,137 | 0,143-0,157 | 0,124 - 0,144 0,111 -0,130 | 0,117 -0,127
Bothriopsis bilineata 0,104 - 0,112 0,081 -0,103 | 0,110-0,114 | 0,094 - 0,094 | 0,100-0,112 | 0,076 - 0,096 | 0,100 - 0,124 0,092 - 0,104 | 0,096 - 0,103
Bothrops jararaca 0,089 - 0,097 0,081 -0,089 | 0,111 -0,115 | 0,099 - 0,103 | 0,089 - 0,109 | 0,080 - 0,099 | 0,090 -0,117 0,074 - 0,085 | 0,078 - 0,085
Bothrops insularis 0,089 - 0,096 0,072 -0,080 | 0,094 - 0,098 | 0,090 -0,094 | 0,080 -0,092 | 0,072-0,090 | 0,081 -0,100 0,065 - 0,077 | 0,069 - 0,077
Clado C 0-0,035 0,049 - 0,067 | 0,085-0,095 | 0,079 -0,092 | 0,067 - 0,077 | 0,067 -0,086 | 0,067 - 0,083 0,063 - 0,085 | 0,070 - 0,079
Clado D 0-0,024 0,061 -0,076 | 0,058 - 0,070 | 0,044 - 0,061 | 0,049 - 0,078 | 0,052 - 0,073 0,044 - 0,064 | 0,049 - 0,061
Clado L 0-0,01 0,016 - 0,018 | 0,067 - 0,094 | 0,038 - 0,053 | 0,071 - 0,101 0,068 - 0,091 | 0,073 - 0,079
Clado M 0 - 0,005 0,061 -0,073 | 0,032 -0,049 | 0,068 - 0,091 0,064 - 0,088 | 0,067 - 0,076
Clado N 0-0,013 0,055 - 0,072 | 0,050 - 0,069 0,021 - 0,043 | 0,021 - 0,032
Clado | 0- 0,018 0,072 - 0,107 0,047 - 0,085 | 0,055 -0,072
Clado J 0-0,024 0,049 - 0,073 | 0,052 - 0,079
Clado R 0-0,024 0,009 - 0,027
Clado S 0-0,010
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