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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.
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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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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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JLI:BDthmcnphias campbelli
- Bothrops venezuelensis +
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0.1 changes [ character
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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
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= Bothrops jararacussu

E Bothrops osbornei
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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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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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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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