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1 RESUMO

As serpentes que compdem o complexo Boa constrictor apresentam ampla
distribuicdo por toda regidao Neotropical. A variagcdo morfoldgica ligada a coloracéo e
as localidades de origem fizeram com que, historicamente, fossem reconhecidas
varias subespécies, embora sem consenso na literatura. Estudos prévios
desenvolvidos com marcadores moleculares abordando aspectos filogenéticos e
filogeogréficos indicaram a existéncia de diversidade criptica em Boa. A fim de
investigar as relagbes filogenéticas (empregando Maxima Parcimbnia, Maxima
Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana), analises de tempo de divergéncia e
delimitacdo de espécies (utilizando os métodos Poisson Tree Processes, PTP, e
Generalized Mixed Yule Coalescent, GMYC), foram utilizadas sequéncias dos genes
Cytb, ND4 e NTF3, e do intron de ODC de 217 exemplares, com representantes de
10 subespécies. Os resultados filogenéticos recuperaram Boa como um género
monofilético e apontaram nove linhagens. Somente as subespécies B. c.
occidentalis, B. c. orophias e B. c. nebulosa foram recuperadas como monofiléticas.
As andlises de delimitacdo de espécies nao recuperam o monofiletismo de Boa,
sendo que em PTP foram recuperadas um minimo de 15 (para o Sul) e maximo de
75 espécies putativas (EPs) e em GMYC foram recuperadas quatro EPs. A
estimativa dos tempos de divergéncia revelou que essas linhagens passaram por um
processo de diversificacdo no Plioceno e Pleistoceno. Esses resultados somados
aos dados da literatura permitiram hipotetizar a existéncia de ao menos cinco
linhagens distintas em Boa: B. constrictor (sensu stricto), B. occidentalis, B.
imperator, B. orophias e B. nebulosa, cuja diversificacdo esta ligada aos eventos
climaticos ocorridos Quaternario e Nedgeno eventos geoldgicos derivados do
soerguimento dos Andes.

Palavras-chaves: Boa, marcadores moleculares, filogenia, delimitacdo de espécies



2 ABSTRACT

Snakes of the complex Boa constrictor are widely distributed in the Neotropical
region. Historically, based on morphological variation and locality of origin, several
subspecies have been recognized, although there are controversies concerning the
number of subspecies. Previous phylogenetic and phylogeographic studies using
molecular markers suggested cryptic diversity in Boa. Sequences of Cytb, ND4,
NTF3 and ODC of 217 samples, including ten subspecies were used in order to
investigate phylogenetic relationships. In this sense, it was used Maximum
Parsimony, Maximum Likelihood and Bayesian Inference. Additionally, molecular
dating and species delimitation analyses (Poisson Tree Processes, PTP, and
Generalized Mixed Yule Coalescent, GMYC) were performed. Phylogenetic studies
recovered Boa as monophyletic and nine lineages. Also, B. c. occidentalis, B. c.
orophias, and B. c. nebulosa were the only subspecies recovered as monophyletic.
Species delimitation analyses did not show Boa as monophyletic: PTP recovered
from 15 for the South to 75 putative species considering the whole distribution;
GMYC recovered four putative species. Divergence time estimation revealed that
lineages have diversified during Pliocene and Pleistocene. These results allowed us
to hypothesize at least five distinct lineages: B. constrictor (sensu stricto), B.
occidentalis, B. imperator, B. orophias and B. nebulosa, whose diversification is
related to climatic events of Quaternary and geological events like uplift of Andes
during Neogene.



3 INTRODUCAO
3.1 Biologia de Boa constrictor Linnaeus, 1758

As serpentes do género monotipico Boa pertencem a familia Boidae
juntamente com outros quatro géneros: Chilabothrus, Corallus, Epicrates e Eunectes
(Reynolds et al., 2013).

A espécie Boa constrictor estd amplamente distribuida por toda a
regido Neotropical, desde o México até a Argentina, ocupando também vérias ilhas,
tanto continentais (ex.: llha de Marajo, Trindade e Tobago), como oceanicas (ex.:
llha Saboga, Santa Lucia e Dominica) (Figura 1). Ndo possuem restricdo de habitat,
ocupando dominios morfoclimaticos diversos, como florestas tropicais, campos
abertos, regifes pantanosas e semiaridas; distribuindo-se ao longo de um intervalo
de 66 graus de latitude, com registro maximo de altitude de 1.500 metros
(Henderson et al., 1995; Boback, 2005; Henderson e Powel, 2007).

Sao animais constritores dotados de forte musculatura, apresentando
médio a grande porte, geralmente com dois a trés metros de comprimento, podendo
atingir até mais de quatro metros (Pizzatto, 2006; Reed e Rodda, 2009), embora
sejam relatadando casos de nanismo nos individuos de ilhas (Green, 2011; Wright,
2012). Generalistas, podem alimentar-se de aves (Boback, 2005; Begotti e Filho,
2012; Rocha-Santos et al., 2014), anfibios (Pizzatto et al., 2009), mamiferos (Ferrari
et al., 2004; Cisneros-Heredia et al., 2005; Sorrell et al., 2011, Teixeira et al., 2016) e
répteis (Quick et al., 2005);

Estas serpentes reproduzem-se por viviparidade (Wagner, 2006) e de
maneira geral, as fémeas sdo maiores que os machos, mas estes possuem cauda
mais longa (Chiaraviglio et al., 2003; Boback, 2006; Wright, 2012).

3.2 Histérico Taxondmico

Entre os boideos, apenas Boa é considerado monotipico, composto
apenas da espécie Boa constrictor Linnaeus, 1758 (McDiarmid et al., 1999; Vences
e Glow, 2003; Burbrink, 2005; Lanza e Nistri, 2005; Henderson e Powell, 2007;
Pyron et al., 2013, 2014).

Boa constrictor apresenta consideravel variacdo nos padrdoes de

coloragédo (Henderson e Hedges, 1995), os quais tém sido historicamente utilizados



no reconhecimento de varias subespécies. O fendmeno de policromatismo, somado
a grande sobreposicdo em dados meristicos e morfométricos tornam o
reconhecimento dessas subespécies problematico. A Tabela 1, retirada e traduzida
de Bonny (2007), mostra o histérico taxondmico do género, com varias descri¢oes,
redescri¢cdes e sinonimizagoes.

Os caracteres morfométricos mais frequentemente utilizados para
descricdo das subespécies em Boa constrictor sdo obtidos a partir da contagem do
namero de escamas dorsais, ventrais, subcaudais, oculares, supralabiais,
infralabiais e relativos ao nimero e tamanho das manchas dorsais (Daudin, 1803;
Cope, 1877; Forcart, 1951; Cochran, 1946; Lazell, 1964).

Dado que cada autor utilizou diferentes critérios para o reconhecimento
dos diferentes taxons, as subespécies previamente propostas apresentam diversos
graus de aceitacdo pela comunidade cientifica (Peters, 1970; Langhammer, 1985;
Price e Russo, 1991; McDiarmid et al., 1999; Wallach et al., 2014), de modo que
alguns autores ndo reconhecem o0s taxons propostos na categoria subespecifica
(Card et al, 2016; Wilson e Meyer, 1985), enquanto Price e Russo (1991) nao
consideram o género monotipico, argumentando que ao menos as subespécies
insulares representam espécies distintas.

Kluge (1991) realizou uma analise cladistica (com base em maxima
parcimbnia) baseada em 79 caracteres morfoldgicos, na qual recuperou as espécies
dos géneros de boineos presentes em Madagascar (Sanzinia madagascariensis,
Acrantophis madagascariensis e A. dumerili) como grupo irméo de Boa constrictor,
sugerindo que tais géneros deveriam ser alocados em Boa. O clado formado por
Boa, Sanzinia e Acrantophis seria, entdo, aparentado a Corallus, Epicrates e
Eunectes (Boinae do novo mundo).

Mais de uma década depois, no estudo monografico mais completo
disponivel para o género, desenvolvido por Bonny (2007), foram reconhecidas 10
subespécies de B. constrictor. Seis subespécies estdo agregadas sob a
denominacédo de grupo Imperator: Boa constrictor imperator Daudin, 1803; Boa
constrictor sigma Smith, 1943; Boa constrictor sabogae Barbour, 1906; Boa
constrictor longicauda Price & Russo, 1991; Boa constrictor eques Eydoux &
Souleyet, 1841 e Boa constrictor ortonii Cope, 1878. Um segundo grupo,
denominado Constrictor, redne as subespécies Boa constrictor constrictor Linnaeus,

1758; Boa constrictor amarali Stull, 1932 e Boa constrictor melanogaster



Langhammer, 1983. Além destas, o autor reconhece a subespécie Boa constrictor
occidentalis Philippi, 1873 e considera Boa nebulosa e Boa orophias como espécies
plenas. Contudo, este estudo ndo apresenta uma metodologia clara e mesmo
replicavel, fazendo com que os resultados obtidos pelo autor e sua proposta
taxondmica sejam contestados pelos autores subsequentes (e.g., Wallach et al.,
2014).

Santoyo-Brito (2007) estudou a morfologia externa de 91 exemplares
de trés subespécies descritas para o territério mexicano: B. c. imperator Daudin,
1803; B. c. mexicana Jan, 1863; e B. c. sigma Smith,1943; baseado apenas em
amostras mexicanas. O autor realizou a recontagem de dois caracteres morfol6gicos
(nimero das escamas ventrais e dorsais no meio do corpo), que foram utilizados
para descrever estas subespécies em trabalhos anteriores. Além disso, foram
realizadas contagem de mais nove caracteres meristicos e das manchas
posterolaterais presentes na cabeca, manchas presentes no dorso e lateral do
corpo, presenca ou auséncias de manchas no focinho e regido dorsal do olho. O
autor agrupou estes exemplares em seis diferentes zonas (com base nos locais de
procedéncia): Norte, Golfo, peninsula de Yucatan, Pacifico, Ilhas Maria e Central,
porém verificou que os caracteres morfologicos analisados foram similares em todos
0s exemplares e ndo permitiram segregar as referidas populacdes com base em
combinac¢Bes Unicas de caracteres, concluindo ndo haver diferencas significativas
entre as subespécies B. c. sigma, B. c. mexicana e B. c. imperator.

Uetz (2016), por compilacdo dos dados da literatura, reconheceu duas
espécies : Boa imperator e Boa constrictor, esta Gltima com seis subespécies: Boa c.
amarali Stull, 1932; Boa c. constrictor Linnaeus, 1758; Boa c. nebulosa Lazzel, 1964,
Boa c. occidentalis Philippi, 1873; Boa c. orophias Linnaeus, 1758 e Boa c. ortonii
Cope, 1877.

Uma vez que nenhum estudo de revisdo taxonOmica (com ampla
amostragem e cuja metodologia possa ser replicavel) foi realizado até o momento
em Boa, este trabalho adotou a abordagem mais tradicional e considerou o género
como monotipico, considerando as seguintes subespécies: B. c. amarali Stull, 1932;
B. c. constrictor Linnaeus, 1758; B. c. eques Eydoux e Souleyet, 1842; B. c.
imperator Daudin, 1803; B. c. longicauda Price e Russo, 1991; B. c. melanogaster
Langhammer, 1983; B. c. nebulosa Lazell, 1964; B. c. occidentalis Philippi, 1873; B.
c. orophias Linnaeus, 1758; B. c. ortonii Cope, 1878; B. c. sabogae Barbour, 1906 e



B. c. sigma Smith, 1943. No Brasil, at¢é o0 momento, foram descritas as subespécies
B. c. constrictor com ocorréncia na Floresta Amazoénia, Cerrado, Caatinga e Mata
Atlantica, e B. c. amarali no Cerrado (Peters et al., 1986; Henderson e Powell, 2007;
Costa e Bérnils, 2015).

3.3 Sistematica molecular do género Boa

A visdo conceitual do que se considera uma espécie mudou ao longo
do tempo, bem como as metodologias empregadas para reconhecer 0os grupos
taxondmicos. A emergéncia das técnicas moleculares, permitiu a publicacdo de uma
série de trabalhos empregando metodologias embasadas em dados de sequéncias
de DNA, com o objetivo de revisitar as propostas taxonémicas e esta abordagem
também tem ocorrido no género Boa.

Heise et al. (1995) realizaram o primeiro estudo utilizando marcadores
moleculares para Boa constrictor. Os autores investigaram as relacdes dentro da
ordem Squamata, composta pelas serpentes fossoriais (Scolecophidia), boideos
(Henophidia) e demais serpentes (Caenophidia), tuataras e lagartos, usando
sequéncias dos genes mitocondriais para as subunidades 16S e 12S de RNA
ribossomal. Henophidia (e Boidea) néo foi recuperado como um grupo monofilético,
pois Boa foi recuperado fora deste agrupamento, como 0 grupo irméo de
Caenophidia.

Posteriormente, varios autores realizaram analises utilizando
marcadores moleculares, a fim de testar a hipotese proposta por Kluge (1991) de
que Sanzinia e Acrantophis pertenciam ao género Boa. Vences et al. (2001)
desenvolveram analises empregando sequéncias de genes para as subunidades
16S e 12S do RNA ribossomal; Burbrink (2005) utilizou dados morfolégicos
associados a sequéncias do gene para o city b e Noonan e Chippindale (2006a)
fizeram uso de cinco genes nucleares: c-mos (gene para o fator de maturacao do
oocito), NFT3 (neurotrofina 3), BNDF (fator precursor neurotréfico derivado do
cérebro), RAG1 (gene ativador da recombinacéo 1) e ODC (ornitina descarboxilase).
Esses estudos refutaram a hip6tese de Kluge (1991) de que os representantes de
Madagascar pertencessem ao género Boa e recuperaram Boa como grupo irmao

dos demais géneros de boineos do novo mundo (Corallus, Epicrates e Eunectes).



Lynch e Wagner (2010), Pyron et al. (2013, 2014) e Reynolds et al.
(2013) realizaram analises empregando um numero maior de marcadores
moleculares e de representantes dos boideos, as quais também refutaram a
hip6tese proposta por Kluge (1991) e corroboraram a hipétese de Vences et al.
(2001), Burbrink (2005) e Noonan e Chippindale (2006), na qual Boa € grupo irmao
dos demais géneros de boineos Neotropicais.

3.4 RelagBes internas em Boa constrictor

O status monotipico de Boa manteve-se estavel ao longo do século XX
e inicio do século XXI, mesmo com a inclusdo de dados moleculares e outros
terminais para os boideos. Entretanto, este panorama foi modificado quando as
relacdes internas comecaram a ser investigadas.

Para as intrarelagcdes em Boa, o primeiro estudo publicado foi realizado
por Hynkova et al. (2009), no qual foram utilizadas sequéncias do gene mitocondrial
citocromo b (1114 pares de bases - pb) de 115 amostras de populacbes de Boa
constrictor, compreendendo seis subespécies: B. c. constrictor, B. c. imperator, B. c.
longicauda, B. c. sabogae, B. c. amarali e B. c. occidentalis, inclusive alguns
exemplares que, hipoteticamente, seriam “hibridos” resultantes do cruzamento de
diferentes subespécies (B. c. constrictor X B. c. imperator). As analises recuperaram
dois clados distintos (em 67 haplétipos): um na América Central e outro na Ameérica
do Sul (Figura 1), com uma divergéncia genética estimada de 5 a 7% entre os dois
grupos. De acordo com as analises, também haveria trocas genéticas em areas
limitrofes onde representantes dos dois clados teriam contato entre as populacfes
mais ao norte da América do Sul, no Peru (subespécies B. c. longicauda e B. c.
ortonii), Equador (subespécie B. c. melanogaster), Colémbia e Venezuela.

Hynkova et al. (2009) sugeriram que B. c. imperator fosse elevada a
categoria de espécie plena, mas ndo formalizaram essa mudanca. Os autores
reuniram sob a denominagao de B. c. imperator (sensu lato) todas as populagdes do
clado da América Central, incluindo B. c. longicauda e B. c. sabogae. Também
destacaram B. c. occidentalis como o haplotipo mais distinto dentro do clado da
América do Sul, sendo grupo irmdo das outras subespécies neste clado, mas

enfatizaram que esta ainda deve ser considerada como subespécie. E, ainda de
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acordo com os autores ndo houve suporte molecular para distinguir as amostras de
B. c. amarali dentro do clado Sul-Americano.

Reynolds et al. (2013) realizaram um amplo estudo utilizando serpentes
das familias Boidae e Pythonidae, compilando um conjunto de dados que abrangeu
127 taxons e 11 locus, totalizando até 7561 pb por taxon. Os autores recuperaram B.
c. occidentalis como grupo irmé&o de B. c. amarali + B. c. constrictor, e B. c. imperator
irmao de Boa imperator sabogae (assim referida no trabalho). Os autores afirmaram
encontrar elevados suportes (85 em bootstrap e 89 inferéncia Baeysiana) para o
reconhecimento de B. imperator, como proposto por Hynkova et al. (2009), e
recomendaram a elevacdo de B. imperator para a categoria especifica, embora
tenham admitido a necessidade de um estudo filogenético mais amplo em toda a
distribuicdo de B. constrictor sensu lato.

Suarez-Atilano et al. (2014) empregaram sequéncias de citocromo b
(1063 pb), do intron nuclear da ornitina descarboxilase (610 pb) e 10 I6cus de
microssatélites (desenhados pelos proprios autores) para inferir a estrutura
filogeogréfica, tempos de divergéncia e demografia histérica de 149 individuos de B.
c. imperator da América Central e México. As andlises recuperaram a dicotomia
entre as amostras da América Central/México (Norte) e da América do Sul (Sul) e B.
c. occidentalis como grupo irmao das demais subespécies do clado Sul,
corroborando os resultados de Hynkova et al. (2009).

Adicionalmente, Suéarez-Atilano et al. (2014) encontraram a presenca
de duas linhagens reciprocamente monofiléticas em B. c. imperator, associadas as
principais barreiras geogréaficas encontradas na América Central e México, as quais
denominaram, respectivamente, de PAC (Mexican Pacific Coast) e GYCA (Gulf of
Mexico—Yucatan Peninsula—Central America), além de cinco agrupamentos
genéticos diferenciados geograficamente (Figura 2). Segundo os autores, estas duas
linhagens de B. c. imperator possuem 4% de divergéncia genética entre si e estao
de acordo com os critérios genéticos estabelecidos por Moritz (1994) para o
reconhecimento de unidades evolutivamente significativas (ESUs) e que, por isso,
consideram PAC e GYCA como ESUs. Os autores ressaltam ainda que, embora B.
c. imperator seja reconhecida tradicionalmente em todo o México e América Central
como uma subespécie, os resultados obtidos (duas grandes linhagens, uma regido

de contato secundario) fornecem evidéncias de que podem ser consideradas como
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duas espécies distintas, sob o conceito de linhagem geral de espécie proposto por
De Queiroz (2007).

Card et al. (2016), ampliando amostragem e o numero de marcadores
moleculares, analisaram as relacdes filogenéticas e estruturagdo genética em Boa
com ampla amostragem de populagbes do México, América Central e algumas
amostras da América do Sul. Foram empregadas sequéncias mitocondriais para o
citocromo b (1059 pb) e 1686 SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) para um
total de 305 individuos. Os autores utilizaram uma combinacdo de métodos de
inferéncia filogenética, andlises populacionais e de delimitacdo de espécies. As
diferentes analises suportaram a existéncia de trés clados principais: Norte, Centro e
Sul do Continente Americano (Figura 3) e corroboraram os dados descritos por
Hynkova et al. (2009), Reynolds et al. (2013) e Suérez-Atilano et al. (2014),
sugerindo a elevacdo de B. c. imperator a espécie plena e recuperando B. c.
occidentalis como o grupo irmdo de todas as outras amostras do clado Sul
(individuos do Peru, Brasil, Guiana e Suriname). Além disso, 0os autores propuseram
0 reconhecimento de Boa sigma como espécie distinta de B. imperator, onde a
primeira corresponderia ao clado da América do Norte dentro do clado norte
composto por B. imperator (Card et al., 2016).

Embora muitos trabalhos tenham sido publicados para investigar a
filogenia e estrutura populacional em Boa constrictor (Hynkova et al., 2009;
Reynolds et al.; 2013; Suérez-Atilano et al., 2014; Card et al., 2016), a maioria tem
foco nas populagdes/individuos da América Central e México, com poucos
individuos da porc¢éo sul do continente.

Assim, a compilacdo das informacdes acerca da grande variabilidade
fenotipica (sobretudo com respeito aos padrdes de coloracao), identificacdes dubias,
ampla distribuicdo e propostas filogenéticas baseadas em caracteres moleculares
gue se complementam e indicam a existéncia de linhagens distintas dentro de Boa,

faz deste grupo de serpentes excelente modelo de investigagdes filogenéticas.
3.5 Registro fossil

A familia Boidae possui registro fossilifero que data do Cretaceo
superior, com descricbes para todos 0s continentes, exceto Antartida (Rage, 2001;

2013). A maioria dos fésseis para Boidae, assim como para as serpentes em geral,
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sdo representados por vértebras pré-cloacais isoladas ou associadas (Hsiou e
Albino, 2009; Albino, 2012; Scanferla e Agnolin, 2015; Head, 2015).

O foéssil de boideo mais antigo descrito até o momento para a fauna
Neotropical é de Titanoboa cerrejonensis, da Formacao Cerrejon (Colédmbia), com
idade estimada entre 60 — 58 Ma (Head et al., 2009). Embora Head e colaboradores
(2009) nao tenham fornecido uma hipotese de relacionamento para Titanoboa dentro
de Boinae, devido as similaridades morfoldgicas de elementos craniais (base do
foramem paracotilar e margem anterior do zigoésfeno convexa), esta espécie foi
considerada como estando na base da radicdo de Boinae (Head et al., 2013).

A hipotese biogeogréfica vigente para Boinae prop8e que a origem de
Boa ocorreu provavelmente na parte sul do continente americano (Burbrink, 2005;
Noonan e Chippindale, 2006 a, b). De fato, a maioria das descri¢cdes fosseis de Boa
provém da Ameérica do Sul (Albino, 1993; Albino e Carlini, 2008). O féssil mais antigo
de Boa descrito até o0 momento € da regido de Gran Barranca (Argentina), descrito
por Albino (1993), do inicio Eoceno (sem especificacdo da idade), identificado como
Boa sp.

Para a América Central, h4 somente um registro, descrito por Head et
al. (2012), para a Formacdo Las Cascadas (Panamd), do inicio do Mioceno, com
idade estimada entre 19.3 — 9.8 Ma.

Para a América do Norte, ha uma descricao feita para o condado de
Gilchrist (Florida), cuja idade do féssil também data do inicio do Mioceno, em torno
de 18.5 Ma. Este féssil foi inicialmente descrito por Vanzolini (1952) como
Neurodromicus stanolseni e Neurodromicus barbouri, sendo em seguida revisados
por Auffenberg (1963) e nomeados como Pseudoepicrates stanolseni.
Posteriormente, Kluge (1988) em uma reanalise, considerou indistinguiveis as
vértebras de Pseudoepicrates stanolseni e Boa constrictor, e a tratou como sinénimo
junior de B. constrictor, e Albino (2011) sinonimizou Pseudoepicrates stanolseni a
Boa constrictor.

Uma outra descricdo de fossil para Boa foi feita por Miller (1980),
considerada na época como género Constrictor, para Las Tunas, Baja California,
datando do Plioceno tardio (2.5 — 3.5 Ma).

A descricao foéssil mais recente para B. constrictor foi realizada por

Onary-Alves et al. (2016), para o estado de Monary, El Breal de Orocual
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(Venezuela), do Plio-Pleistoceno (5.3 — 0.01 Ma) e representa 0 registro mais ao

norte da América do Sul que se tem, como descri¢cao inequivoca de B. constrictor.
3.6 Sobre conceitos de espécie

No processo de delimitacdo de espécies, inevitavelmente incorre-se na
questao relativa a definicdo de espécie. Embora este topico do estudo ndo esteja
focado em contemplar e/ou avaliar os conceitos de espécies ja propostos na
literatura, faz-se necessaria uma abordagem sucinta do tema de modo a pontuar
qual o conceito de espécie serd empregado no decorrer do presente estudo (uma
revisdo mais detalhada pode ser encontrada em Mayden, 1997, 1999; De Queiroz,
1998; Hausdorf, 2011).

Espécies sdo as unidades fundamentais de referéncia em todos os
campos da biologia e, apesar disso, ainda nao existe consenso acerca do que
exatamente € uma espécie. Atualmente, existem mais de 22 conceitos de espécies
(Mayden, 1997; Mallet, 2007). Embora um conceito possa predominar durante um
certo periodo, nenhuma definicdo é universal dentro da biologia, e porque estes
conceitos sdo formulados a partir das diferentes caracteristicas biolégicas dos
organismos, fruto de processos historicos intrinsecos (De Queiroz, 1998).

Um conceito de espécie deve assinalar os critérios sob os quais um
grupo de organismos pode ser considerado uma espécie e, geralmente, 0s conceitos
referem-se a diferentes estagios do processo evolutivo. Assim, um grupo de
organismos que pode ser considerado como uma espécie sob um conceito pode nao
o0 ser sob outro. E importante destacar também que 0s conceitos ja propostos muitas
vezes sobrepbem-se, ndo sendo necessariamente mutuamente excludentes (De
Queiroz, 1998; 2005 a, b; 2007).

De acordo com Coyne e Orr (2004), de maneira geral, os conceitos
podem ser baseados em: cruzamento, coesdo genética e/ou fenotipica, coesao
evolutiva e historia evolutiva. Por conseguinte, a ado¢do de um ou outro conceito
depende, inicialmente, do problema a ser abordado (Coyne e Orr, 2004).

Alguns pesquisadores propuseram, também, uma abordagem que
reunisse os pontos em comum destes conceitos, unificando-os em um conceito

geral.
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Mayden (1997) alega que existe um relacionamento hierarquico entre
os diferentes conceitos de espécie, e que o “conceito evolutivo” de espécie pode ser
tomado como um conceito primario, ao qual todos os demais estariam subordinados.
De acordo com Simpson (1961), o conceito evolutivo de espécie é definido como
‘uma linhagem (uma sequéncia de ancestrais-descendentes dentro de uma
populacdo) evoluindo separadamente das outras, que possui sua prépria tendéncia
evolutiva e papel histérico”. Sendo assim, Mayden (1997) considera que os demais
conceitos de espécie sao secundarios em relacao a este e que sao ferramentas e/ou
critérios operacionais que permitem reconhecer as espécies.

Por sua vez, De Queiroz (1998) argumenta que todos 0s conceitos de
espécie, explicita ou implicitamente, descrevem as espécies como segmentos de
linhagens de metapopulacées que evoluem separadamente, onde, por linhagem,
entende-se uma linha direta de ancestral-descendente, propondo o Conceito de
Linhagem Geral de Espécie.

Neste trabalho, adotaremos este conceito.
3.7 Delimitacdo de espécies

Uma vez que as espécies sdo as unidades fundamentais de referéncia
em todos os campos da Biologia, um dos objetivos centrais da Biologia Evolutiva é
determinar quantas espécies existem, como elas evoluiram e elaborar conceitos e
métodos que permitam a sua identificacdo e delimitacéo.

E importante distinguir entre dois processos que, embora relacionados,
possuem objetivos diferentes: a delimitacdo de espécies e a identificacdo de
espécies. A delimitacdo de espécies € o processo de reconhecimento de unidades
biolégicas, baseado em critérios operacionais (De Queiroz, 2007). A identificacdo de
espécies € o processo de nomear as entidades taxonémicas.

Sob a perspectiva de metapopulacdes, aliados ao progresso teérico em
analises filogenéticas e populacionais, novos métodos foram desenvolvidos para a
delimitacdo de espécies (Sites e Marshall, 2003; Camargo e Sites, 2013). Embora
varios tipos de fontes de dados possam ser utilizados para delimitar as espécies,
como por exemplo, caracteres morfolégicos, ecolégicos, comportamentais,
citogenéticos etc, os dados moleculares sdo cada vez mais empregados, pela

grande quantidade de caracteres que fornecem. Além disso, os dados genéticos tém
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potencial para fornecer evidéncia de divergéncia em um estagio inicial de
diversificacdo de uma linhagem (Knowles e Carstens, 2007), desempenhando um
papel cada vez mais importante na definicdo das espécies (Sites e Marshall, 2004).

A utilizacdo de dados moleculares na metodologia de delimitacdo de
espécies tem conduzido, de maneira geral, a novas propostas na caracterizacéo de
linhagens. Linhagens cripticas, normalmente n&o identificadas sem o auxilio de
dados moleculares, podem ser reconhecidas; linhagens cujos caracteres fenotipicos
ndo sao suficientemente divergentes podem ser reconhecidas; linhagens
formalmente reconhecidas séo corroboradas ou revalidadas (Leavitt et al., 2015).

Existem diversos algoritmos, metodologias e programas descritos para
delimitacdo de espécies: baseados em distancia (Puillandre et al., 2012; Brown et
al., 2012); em maxima parcimbnia (Templeton et al., 1992; Hart e Sunday, 2007);
maxima verossimilhanca (Pons et al.,, 2006; Monaghan et al., 2009; Carstens e
Dewey, 2010; Ence e Carstens, 2011); e estatistica Bayesiana (Yang e Ranala,
2010).

As abordagens podem ser realizadas com base em um ou multiplos
l6cus e alguns métodos podem empregar ambos. Os métodos unilécus sao
eficientes em proporcionar abordagens preliminares em grande escala, como, por
exemplo, avaliacbes de diversidade de espécies. As limitagbes incorrem,
particularmente, em linhagens de divergéncia recente onde existe retencdo de
polimorfismo ancestral ou lineage sorting, o que pode resultar em topologias que nao
refletem a histdria evolutiva do grupo (Taylor et al., 2000; Knowles e Carstens, 2007,
Heled e Drummond, 2010). Em contraste, as andlises multilécus podem fornecer
hipéteses robustas de fronteiras entre as espécies com um grau elevado de
confianca, uma vez que combinam marcadores com diferentes taxas evolutivas e
qgue sofreram diferentes pressdes seletivas (Yang e Rannala, 2010; Zhang et al.,
2011; Satler et al., 2013).

Geralmente, uma filogenia contendo multiplos taxons é construida e as
espécies sao delimitadas por critérios topoldgicos, como monofilia, comprimentos
dos ramos e valores de suporte (Wiens, 2007). Outro critério comumente usado € a
concordancia entre dados de fontes independentes (como por exemplo, morfologia e
moléculas) ou quando os individuos pertencem ao mesmo clado em filogenias
baseadas em marcadores moleculares diferentes (Pons et al., 2006; O’Meara, 2010;
Ence e Carstens, 2011).
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Dentre os métodos de delimitacdo de espécies, aqueles baseados na
teoria da coalescéncia sdo muito utilizados. A teoria da coalescéncia possui como
estratégia empregar modelos matematicos a uma amostra de n individuos de uma
geracdo e tracar sua genealogia, rastreando todos o0s alelos de
um gene compartilhados pelos membros desta populacdo até atingir uma cépia
ancestral, que representaria o ponto de unido ou coalescéncia (Tavaré et al.,1997).

Um destes métodos é o Poisson Tree Process (PTP). Esta abordagem
utiliza como modelo evolutivo o Evolutionary Placement Algorithm (EPA), que utiliza
uma sequéncia de referéncia para procurar por outras sequéncias similares e inferir
parentesco (Berger et al.,, 2011). Geralmente é utilizada em filogenias unilocus,
podendo também ser utilizada em multilécus (Cottontail et al., 2014). Neste modelo,
a delimitacdo de espécies é feita tomando por base uma arvore filogenética
enraizada, ndo ultramétrica, onde os eventos de cladogénese sdo medidos em
termos de numero de substituicbes e que os mesmos sao refletidos nos tamanhos
dos ramos da topologia. A ultrametricidade das arvores de entrada ndo € necessaria
porque as taxas de especiacdo sdo calculadas diretamente a partir do nimero de
substituicdes. Por este mesmo motivo, PTP € um método robusto e rapido. Assume-
se que cada substituicdo possui uma probabilidade minima de gerar uma
especiacdo e que cada substituicdo € independente da outra, seguindo uma
distribuicdo binominal. Para cada ramo da arvore de referéncia é retirado um
conjunto de sequéncias que sdo rearranjadas e cuja probabilidade é calculada,
sendo descartadas as sequéncias que possuem probabilidade < 0.5 (Zhang et al.,
2013).

Outro método é o modelo GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent),
que foi introduzido por Pons et al. (2006) e utiliza um modelo simples de evolucgéao,
para um uanico lécus, assumindo que as diferencas evolutivas entre espécies e
populacdes resultam em diferentes taxas de ramificacdo em uma arvore de gene.
Esta metodologia combina o modelo coalescente com 0 modelo Yule de eventos de
especiacao intraespecificos (0 modelo de especiacdo de Yule assume uma condi¢ao
de intercambio onde, a qualquer tempo, uma espécie existente pode originar uma
nova espécie). Assim, para uma dada topologia, um terminal & escolhido
aleatoriamente e testado como ancestral de dois novos terminais (Steel e
MacKenzie, 2001).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Alelo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gene
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Para o modelo GMYC os autores assumem que 0 mesmo considera as
entidades como espécies sob o conceito proposto por De Queiroz (1998). Para PTP,
na descricao original do método, os autores basearam-se no conceito filogenético de
espécie (Phylogenetic Species Concept - PSC) para desenvolver o modelo de
especiacdo sob o qual o método PTP trabalha (Zhang et al., 2013). Como neste
trabalho assumiremos o conceito de De Queiroz (1998) de metapolulacdes, que
conforme Mayden (1997) “englobaria” também o conceito filogenético, ambos os
métodos podem ser empregados nesta abordagem.

As metodologias de delimitacdo de espécie vém sendo aplicadas na
resolucdo de incertezas taxonémicas, especialmente para taxons com linhagens
cripticas ou que possuem muitas subespécies descritas, nos mais diversos grupos
de organismos, como aranhas (Satler, 2013), |émures (Groeneveld et al., 2009),
crocodilianos (Shirley et al., 2014), lagartos (Leaché e Fujita, 2010), entre outros. Na
Subordem das Serpentes, a delimitacdo de espécies utilizando dados moleculares
em abordagens coalescentes ja foi realizada em Sistrurus (Kubatko et al., 2011),
Hydrophiinae (Ukuwela et al., 2013), Lampropeltis (Ruane et al., 2014) e Crotalus
(Bryson et al., 2014).

As serpentes do complexo Boa constrictor representam um modelo de
organismos no qual novas abordagens de delimitacdo de espécies poderdo auxiliar
na elucidacédo dos problemas taxonémicos, pois possui ampla distribuicdo na regido
Neotropical (Henderson e Powel, 2007), muitas subespécies (Bonny, 2007; Uetz e
Hallerman, 2013) e indicacdo de diversidade criptica (Hynkova et al., 2009; Reynolds
et al.; 2013; Suarez-Atilano et al., 2014; Card et al., 2016).
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Tabela 1 - Resumo das descri¢des, redescrigdes e sinonimiza¢des para Boa constrictor. Retirado de Bonny (2007).

NO
1564

1734

1758

1768

1801
1803
1841
1843
1844
1863
1873
1878
1882

1883

1901

1901

a
1950
1910

1924
1929
1929

1932
1935

1945

1943

1951

1964

1969

1983

1991

1991

AUTOR
Laudonniere

Sebas

Linnaeus

Laurenti

Schneide

Daudin

Eydoux e Souleyet
Fitzinger

Dumeril e Bibron
Jan

Philipi

Cope

Duméril e Bocourt

Garman

Stejneger

lhering

Barbour e Amaral
Amaral

Barbour e Loveridge

Stull

Stull

Smith

Schmidt e Walker

Forcart

Lazell

Stimson

Langhammer

Price e Russo

Kluge

DESCRICAO
Primeiro registro de Boa

Registros/desenhos de Boa, em "Lo cumpletissimi Rerum Naturalium Thesauri"

Publicacdo da 10? edicdo de "Systema Naturae". Muitas espécies reunidas dentro do género Boa (ex.:
Boa canina, Boa cenchria, Boa constrictor, Boa murina)

Publicacdo de "Reptilium”, com descri¢éo de varias serpentes sob o género Constrictor: C. formossimus,
C. rexserpentum, C. auspex, C. diviniloquus, C. orophia (= sinbnimos de Boa constrictor Linnaeus, 1758)

Boa constrictor

Boa imperator

Boa eques

Atribuicdo de Boa constrictor como espécie tipo do género Boa,

Boa diviniloqua

Boa diviniloquax var. mexicana

Boa occidentalis

Boa ortonii

Boa mexicana

Boa constrictor var. isthmica

Atribuicdo (ap6s revisdo da obra de Laurenti) de Boa canina como espécie tipo do género Boa e
revalidacéo do género Constrictor, inclusio das espécies descritas até 0 momento dentro do género Boa

Reconhecimento do género Constrictor por varios herpetologistas

Constrictor constrictor imperator, Constrictor constrictor occidentalis
Constrictor constrictor constrictor

Constrictor constrictor orophias

Epicrates sabogae Barbour, 1906 (= Constrictor constrictor sabogae)

Constrictor constrictor amarali (subesp. nov)

Checklist da Familia Boidae , com as seguintes espécies e subespécies do género Constrictor: C.
constrictor constrictor , C. c. amarali , C. c. imperator, C. c.r mexicanus , C. c. occidentalis , C. c.

sabogae, C. c. orophias

Constrictor constrictor sigma (subesp. nov)
Constrictor constrictor ortonii

Revalidacdodo género Boa (ap6s revisdo de Fitzinger, 1843), de acordo com o cédigo internacional de
nomenclatura. De acordo com Forcart (1951), as espécies e subespécies do género passaram a ser:
Boa constrictor constrictor Linnaeus, 1758; Boa constrictor amarali Stull, 1932; Boa constrictor imperator
Daudin, 1803; Boa constrictor occidentalis Philippi, 1873; Boa constrictor sabogae Barbour, 1929; Boa
orophias Linnaeus, 1758. Mesmo assim, o0 nome Constrictor para o género ainda foi mantido por muito
tempo em algumas descricdes.

Constrictor constrictor nebulosus (subesp. nov); Constrictor constrictor orophias.

Publicacéo de “ Liste der rezenten Amphibien und Reptilien”, onde Boa € monotipico, com as seguintes
subespécies: Boa constrictor constrictor Linnaeus, 1758; Boa constrictor amarali Stull, 1932; Boa
constrictor imperator Daudin, 1803; Boa constrictor nebulosa Lazell, 1964; Boa constrictor occidentalis
Philippi, 1873; Boa constrictor ortonii Cope, 1878; Boa constrictor orophias Linnaeus, 1758; Boa
constrictor sabogae Barbour, 1906.

Boa constrictor melanogaster (subesp. nov)

Boa constrictor longicauda (subesp. nov)

Prop6e a sinonimizagdo das espécies de boideos de Madagascar em Boa: Acrantophis

madagascariensis = Boa madagascariensis; Acrantophis dumerili = Boa dumerili e Sanzinia

madagascariensis = Boa manditra.
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Figura 1 - Topologia obtida a partir de Maxima Parcimdnia com base no gene Cyth, mostrando dois
grupos recuperados, um clado na América do Sul e outro na América Central. A direita, mapa
mostrando a distribuicdo dos haplétipos. Os nimeros dentro dos circulos brancos e pretos referem-se
aos grupos de haplétipos e correspondem aos nimeros ao longo da barra vertical na arvore a
esquerda. Figura retirada e modificada de Hynkova et al. (2009).
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Figura 2 - a) Filogenia com datagdo molecular mostrando dois clados principais e 10
haplogrupos recuperados dentro de B. c. imperator procedentes do México e América Central:
Costa Mexicana do Pacifico, PAC (grupos A-DGolfo do México- Peninsula de Yucatan da
América Central, GYCA (grupos E-J). A escala de tempo é mostrada na parte inferior (em
milhdes de anos - Ma). b) Delimitacdo espacial de cinco agrupamentos genéticos,
representados por quadrados coloridos, nomeados com rela¢do a localizagdo geografica. c)
Mapa mostrando a localizacdo geografica das amostras agrupadas nas duas principais
linhagens recuperadas na filogenia PAC, representada por triangulos e GYCA, representada
por circulos.As linhas coloridas delimitam os cinco agrupamentos genéticos descritos em (b).
As linhas solidas pretas representam as principais barreiras geograficas consideradas no
trabalho: (1) Cinturdo Vulcénico Trans-Mexicano; (2) Serra Madre do Sul; (3) Istmo de
Tehuantepec; (4) Serra Norte de Oaxaca; (5) Sistema de falhas Motagua-Polochic-Jocot; (6)
sistema de Chagres Rio e Canal do Panama. Retirado e modificado de Suéarez-Atilano et al.,
(2014).
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Figura 3 - Relagdes filogenéticas de Boa, inferidos com base em SNPs. Cladograma inferido
utilizando o modelo de nascimento-morte no RAXML. Os ramos foram coloridos de acordo com
a distribuicdo geografica dos clados: América do Norte (azul), América Central (preto), América
do Sul (laranja). Os nés estédo coloridos de acordo com o suporte (probabilidade posterior):
preto = > 95%, cinza = entre 75% e 95%, branco = entre 50% e 75%, e sem simbolos nos nés=
< 50%. Retirado e modificado de Card et al. (2016).
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4 CONCLUSOES

As principais conclusdes deste trabalho séo:

De acordo com as analises filogenéticas, o género Boa é recuperado como
monofilético, com nove linhagens;

De acordo com as Andlises de Delimitacdo de Espécies, as amostras analisadas
de Boa ndo pertencem a uma Unica espécie putativa, sugerindo a existéncia de
no minimo quatro EPs;

Os taxons/subespécies historicamente reconhecidos como subespécies B. c.
amarali, B. c. constrictor, B. c. imperator, B. c. longicauda, B. c. melanogaster, B.
c. ortonii e B. c. sabogae, ndo foram reconhecidos como linhagens Unicas, tanto
nas andlises filogenéticas quanto nas analises de delimitacdo de espécies;

Os taxons historicamente reconhecidos como subespécies B. c. nebulosa, B. c.
orophias e B. c. occidentalis, foram reconhecidos como linhagens distintas, tanto
nas analises filogenéticas quanto nas andlises de delimitacdo de espécies;
Somando-se os dados obtidos na filogenia e ADE, a0 menos cinco linhagens
distintas podem ser reconhecidas: B. constrictor (sensu stricto), Boa occidentalis e

Boa imperator; Boa nebulosa e Boa orophias;
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