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Introducao Geral

A familia Viperidae é representada por trés sub-familias: Viperinae possuindo
102 espécies; Azemiopinae duas, e Crotalinae, a mais diversa, 243 espécies (Uetz,
2019). Bothrops é um dos 12 géneros de crotalineos com ocorréncia no hovo mundo,
distribuindo-se por diversos ambientes da America Central e do Sul, inclusive em ilhas
oceanicas (Campbell & Lamar 2004). Quarenta e cinco espécies estdo alocadas em seis
grupos distintos: alternatus, jararaca, neuwiedi, atrox, taeniatus e jararacussu (sensu
Wauster et al., 2002; Fenwick et al., 2009; Dal Vechio et al., 2018).

A literatura de Bothrops tem se mantido aquecida nos altimos anos, com
hipbteses filogenéticas (Fenwick et al., 2009; Carrasco et al., 2012; Alencar et al.,
2016), descrigdes de novas espécies (Da Silva & Rodrigues, 2008; Folleco-Fernandez,
2010; Barbo et al., 2012, 2016; Dal Vechio et al., em preparagéo) e estudos filogenéticos
e biogeograficos (Machado et al., 2012; Dal Vechio et al., 2018; Dal Vechio et al.,
aceito). Contudo, os trabalhos genéticos tém, recorrentemente, recuperado diversidade
criptica e dificuldades na delimitacdo de espécies para 0s grupos: jararaca, neuwiedi,
taeniatus e jararacussu (Grazziotin et al., 2006; Machado et al., 2012; Dal Vechio et
al., 2018; Dal Vechio et al., aceito), realcando a necessidade de um aprofundamento
sistematico e estudos que investiguem sua diversificagdo.

Dentre as espécies em Bothrops cuja taxonomia e relagdes filogenéticas sdo
ainda pouco conhecidas estdo 0os membros do grupo jararacussu. Nesse grupo, o status
taxondémico de populagdes isoladas na mata atlantica e populagcdes com variacdo
fenotipica pela Amazonia é incerto (Cunha & Nascimento, 1975, 1978, 1993; Campbell

& Lamar, 2004). Além disso, permanece como ndo testado o posicionamento



filogenético de B. pirajai, B. muriciensis e B. sanctaecrucis, especies alocadas no grupo
com base em caracteres morfoldgicos (Amaral, 1923; Hoge, 1953; Ferrarezzi & Freire,
2001), enquanto que os dados genéticos confirmam a relacdo de irmandade entre B.
brazili e B. jararacussu (Fenwick et al., 2009, Carrasco et al., 2012, Alencar et al., 2016;
Dal Vechio et al., 2018).

As espécies do grupo jararacussu sdo caracterizadas por possuirem habitos
terrestres e serem exclusivas de areas florestadas de baixas altitudes, até 700m
(Campbell & Lamar, 2004). Bothrops brazili € amplamente distribuida pelas terras
baixas da Amazbnia cis-Andina, em ambientes de mata primaria ndo alagada,
apresentando marcada variacdo fenotipica entre populacfes ao norte e ao sul do Rio
Amazonas (Cunha & Nascimento, 1975,1978, 1993).

Ja Bothrops jararacussu, B. pirajai e B. muriciensis ocorrem na Mata Atlantica
brasileira, sendo as duas Ultimas com distribuicéo restrita ao corredor central na Bahia
(sul de Elisio Medrado até 1lhéus) e a Estacdo Ecoldgica de Murici, Alagoas, no corredor
norte, respectivamente. Bothrops jararacussu distribui-se do extremo sul da Bahia (em
areas de planalto) até o norte do Rio Grande do Sul, ocorrendo nas florestas interioranas
semideciduais de Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina, adentrando continentalmente pelo
nordeste da Argentina, em Missiones, leste do Paraguai e sul/oeste do Mato Grosso do
Sul, com registro impreciso para o sul da Bolivia, ocorrendo também em algumas ilhas
da plataforma continental de S&o Paulo. Por ultimo, Bothrops sanctaecrucis € endémica
da Bolivia, das florestas umidas de montanha de baixas altitudes (Ferrarezzi & Freire,
2001; Campbell & Lamar, 1989, 2004; Arg6lo, 2004; Harvey et al., 2005, Freitas,
2008).

O grupo jararacussu ganha interesse biogeogréafico a nivel continental, por ter

suas espécies distribuidas de forma disjunta Amazénia — Mata Atlantica. Conexao



florestal pretérita entre esses dois dominios é citada para diferentes grupos da fauna e
flora (Aves: Cabanne et al., 2008, Batalha-Filho et al., 2013; Mamiferos: Vivo, 1997;
Costa, 2003; Lagartos: Pellegrino et al., 2011, Prates et al., 2016a,b, 2017; Anuros:
Fouquet et al., 2012; Serpentes: Zamudio & Green, 1997; Dal Vechio et al., 2018;
Plantas: Martini et al., 2007) e que para alguns casos pode ser explicada no contexto da
teoria de refugios florestais (Haffer, 1969), associada com as mudancas climaticas do
Quaternario. Essa teoria sugere que durante periodos frios e secos, as florestas
Neotropicais se retrairiam, a0 passo que nos periodos quentes e Umidos elas se
expandiriam, possibilitando o contato fisico entre Amazbnia e a Mata Atlantica,
favorecendo o intercambio faunistico entre elas (Haffer, 1969).

Entre os possiveis contatos florestais que poderiam ter ocorrido por diferentes
rotas geogréaficas e periodos temporais € sugerido um contato mais antigo, durante o
Mioceno (entre 23 — 5 milhdes de anos atras), pela parte sudoeste da Amazobnia
(Rondonia, norte do atual Chaco no estado do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, leste
da Bolivia e norte-leste do Paraguai) com a regido oeste da Mata Atlantica da Bacia do
Parana (Batalha-Filho et al., 2013, Ledo & Colli, 2017; Prates et al., 2017). Outro, mais
recente (Plio/Pleistoceno — ultimos 5 milhGes de anos), teria ocorrido através da
expansdo de areas florestadas pela Caatinga e pelo Cerrado norte, ou mesmo pela costa
nordeste do Brasil (Maranh&o, Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Pernambuco) (Costa
2003, Batalha-Filho et al., 2013; Prates et al., 2016a,b; Dal Vechio et al., 2018). Ambas
as vias de contato sdo plausiveis de terem ocorrido no caso do grupo jararacussu: (1)
pelo nordeste brasileiro, uma vez que Bothrops muriciensis assemelha-se
morfologicamente B. brazili e (2) pelo sudoeste amazénico devido as semelhancas

encontradas entre B. sactaecrucis e B. brazili. Bothrops jararacussu e B. pirajai se



assemelham morfologicamente entre si e poderiam ter origem em qualquer uma das

areas geograficas ocupadas atualmente por essas duas linhagens.

Desse modo, para se investigar o dinamismo das paisagens Neotropicais ao
longo do tempo, com teste de hipdtese biogeografica para conexdo e fragmentacdo
florestal pretérita entre Amazbnia e Mata Atlantica, torna se crucial o estudo da
demografia populacional histérica das espécies do grupo jararacussu. Além disso, uma
analise comparativa com a histdria evolutiva de Bothrops bilineatus e B. atrox-
B.leucurus, que ocorrem em simpatria com as espécies do grupo jararacussu, hum
padrdo de distribuicdo geogréafica semelhante, apresentando similar preferéncia
ecoldgica por ambientes florestados (Campbell & Lamar, 2004), pode fornecer
evidéncias acerca do tempo histérico, rotas geograficas e direcionalidade para o
intercdmbio faunistico entre esses blocos florestados. Adicionalmente, o teste
complementar, que considera a perda de conectividade florestal Amazonia-Mata
Atléntica e estabilizacdo da diagonal sul-americana de areas abertas, dar-se-ia a partir
da analise da assinatura genética da dinamica populacional de Crotalus durissus, espécie
exclusiva de ambientes abertos e amplamente distribuida no Cerrado e Caatinga.

Assim 0s objetivos gerais dessa tese sao:

1. Testar a validade das espécies do grupo jararacussu, assim como a relacdo de
parentesco entre elas, apresentando uma hipdtese filogenética para o grupo,
estimando a data de divergéncia entre as linhagens e elucidando seu padréo de
diversificacdo;

2.  Testar os efeitos da fragmentacdo de um suposto corredor florestal pretérito para
a diversificacdo de linhagens que atualmente ocorram em distribuicdo relictual
Amazbonia e Mata Atlantica, utilizando-se de datacdo molecular e dados

filogeograficos para as espécies de crotalineos exclusivos de ambientes



florestados: Bothrops bilineatus, Bothrops do grupo jararacussu, Bothrops do
grupo atrox (B. atrox e B. leucurus);

3. Testar complementarmente os efeitos da aridificacdo pretérita no clima regional
para a expansdo recente de Crotalus durissus pelas &reas abertas do Cerrado e da
Caatinga, utilizando dados filogeogréficos, parametros demogréficos e datacdo

molecular.
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Conclusoes

Usando uma abordagem multi-locus, os dados filogenéticos e de demografia histérica
suportam multiplos pulsos de fragmentacao e expanséo florestal nos ultimos 2.5 milhdes
de anos, com contato fisico entre a Amaz6nia e a Mata Atlantica e intercambio de fauna
em ambas as direcbes. As analises de cenarios historicos ainda suportam pulsos de
fragmentacdo e expansdo de abertas na América do Sul em sincronia temporal e espacial
com o0s eventos paelobiogeograficos encontrados para as areas florestadas.
Adicionalmente, os resultados de demografia populacional elucidam o papel dos rios
amazonicos na diversificacdo da fauna, sugerindo que a formacéo e estabilizacdo do Rio
Amazonas atuou como uma barreira vicariante na separacdo de populagdes de serpentes
amazonicas e tem atuado nos dias atuais como uma barreira para fluxo génico. Por
ualtimo, as analises moleculares e delimitacdo de linhagens evolutivas independentes
apontam para problemas taxondmicos no reconhecimento do limite espécifico e
diversidade criptica em Crotalus durissus e nos diversos grupos de espécies em
Bothrops aqui estudados, sendo imprecindiveis revisfes sistematicas integrando-se

dados moleculares com os de morfologia externa.
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Resumo

O contato pretérito Amazonia-Mata Atlantica vem sendo recorrentemente citado na
literatura para diversos grupos da fauna Neotropical e teria ocorrido por diferentes rotas
geograficas e periodos temporais. Segundo esta hipdtese, em periodos quentes e tmidos
as florestas se expandiram provocando retracdo/fragmentacdo das areas abertas, ao
passo que em periodos frios e secos, o0 inverso ocorreria. Assim, utilizando-se de
crotalineos como modelo, esta tese pretende: (1) testar o pretérito contato Amazénia-
Mata Atlantica, assim como o tempo de separacdo entre as linhagens relictuais nesses
ambientes florestados, elucidando a histéria demogréafica das espécies de Bothrops do
grupo jararacussu, do grupo atrox e de B. bilineatus; (2) paralelamente Crotalus
durissus, espécie associada a diagonal de areas abertas da América do Sul (Caatinga,
Cerrado e Chaco), foi utilizada para testar a ocorréncia de expansao desses ambientes,
0 que levaria a quebra da hipotetizada ponte florestada Amazénia-Mata Atlantica.
Através de dataset multi-locus sob Inferéncia Bayesiana (quatro genes mitocondriais e
cinco nucleares) foram testadas as relacbes filogenéticas e filogeograficas entre as
amostras em Bothrops e Crotalus. Cenarios histéricos alternativos foram testados com
base em simulagdes coalescentes e ABC (approximate Bayesian computation).
Adicionalmente, foi empregado teste de delimitacdo de linhagens evolutivas para o
reconhecimento da diversidade, a nivel de espécie, em cada grupo estudado, usando a
implementacdo Bayesiana do algoritimo Generalized Mixed Yule-Coalescent. Os
resultados filogenéticos e analises de delimitacdo de espécies indicam diversidade
criptica para 0s grupos jararacussu, atrox e taeniatus. Os testes de cenarios historicos
sugerem (1) maltiplas conexdes florestais Amazonia—Mata Atlantica nos altimos 2.5

milhdes de anos, com intercambio faunistico em ambas as direcdes e (2) expansdo das



areas abertas do Cerrado e Caatinga em sincronia temporal com perda de conectividade
florestal Amazonia—Mata Atlantica durante o Pleistoceno tardio (3) que a formacdo e
estabilizacdo do Rio Amazonas teve influéncia na diversificagdo do grupo jararacussu,
gerando diversidade. Os resultados trazem informag@es sobre o dinamismo historico das
paisagens florestadas e abertas no Neotrdpico ao longo do tempo, assim como o papel
dos rios amazonicos na diversificagdo da fauna. Adicionalmente, os resultados apontam
para instabilidade taxondémica e diversidade criptica em diversos grupos em Bothrops e
em Crotalus durissus, revelando a necessidade do aprofundamento sistematico para

essas serpentes venenosas de importancia médica.



Abstract

The hypotetized historical contact Amazon-Atlantic Forest has been recurrently cited in
the literature for several groups of Neotropical fauna and would have occurred by
different geographic routes and time periods. According to this hypothesis, in hot and
humid periods the forests expanded causing retraction / fragmentation of the open areas,
while in cold and dry periods, the reverse would occur. Thus, by using Neotropical pit
vipers as a model, this thesis aims to: (1) test the historical forest contact Amazon-
Atlantic Forest, as well as the time of separation between relict lineages in these forested
environments, elucidating the demographic history of Bothrops species from
jararacussu group, atrox group and B. bilineatus; (2) Crotalus durissus, a species
associated with the diagonal of open areas of South America (Caatinga, Cerrado and
Chaco), was used in parallel to test the occurrence of expansion of these environments,
which would lead to the breakage of the hypothetical Amazon-Atlantic Forest forested
bridge. Phylogenetic and phylogeographic relationships between samples of Bothrops
and Crotalus were tested through a multi-locus dataset (four mitochondrial genes and
five nuclear) under Bayesian Inference. Alternative historical scenarios were tested
based on coalescent simulations and ABC (approximate Bayesian computation). In
addition, was inferred independently evolving lineages to recognized species diversity
in each group studied, using Bayesian implementation of the molecular species
delimitation algorithm Generalized Mixed Yule-Coalescent. Phylogenetic results and
analyzes of species delimitation indicate cryptic diversity for the groups jararacussu,
atrox and taeniatus. The tests of historical scenarios suggest (1) multiple Amazon-
Atlantic Forest forest connections in the last 2.5 million years, with faunal exchange in

both directions and (2) expansion of the open areas of the Cerrado and Caatinga in



temporal synchrony with loss of forest bridge Amazon-Atlantic Forest during late
Pleistocene (3) that the formation and stabilization of the Amazon River influenced the
diversification of the jararacussu group, generating diversity. The results provide
information on the historical dynamism of forested and open landscapes in the
Neotropics over time, as well as the role of Amazonian rivers in the diversification of
fauna. Moreover, the results point to taxonomic instability and cryptic diversity in
several groups within Brothrops and Crotalus durissus, revealing the need for

systematic deepening for these medically important venemous snakes.
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