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RESUMO

O grupo Bothrops atrox corresponde a um conjunto de serpentes peconhentas amplamente
distribuidas na regido neotropical e que apresenta um complexo padrdo de variacdo morfoldgica
interespecifico e intraespecifico. Atualmente seus principais representantes sdo: B. atrox Linnaeu,
1758 (regido norte da América do sul, Amazoénia); B. leucurus Wagler, 1824 (costa leste do Brasil); B.
moojeni Hoge, 1966 (predominante Cerrado); B. marajoensis Hoge, 1966 (llha de Marajd); B. asper
Garman, 1883 (América Central e noroeste da América do Sul); B. isabelae Sandner Montilla, 1979
(Venezuela); B. colombienses Hallowell, 1845 (noroeste da América do Sul); e exemplares insulares
do Caribe com a B. caribbaeus Garman, 1887 (llha de Santa Lucia) e B. lanceolatus Bonnaterre, 1790
(Ilha de Martinica). Estudos filogenéticos corroboram com a monofiletismo das espécies do grupo B.
atrox. Contudo, a dificuldade de caracterizacdo morfoldgica das espécies deste grupo impulsiona
varias discussdes entre pesquisadores sobre a validade do status taxondmico de alguns seus
representantes e seus reais limites geograficos. O presente trabalho tem como objetivos: avaliar o
status taxondmico das espécies integrantes do grupo B. atrox, descrever a distribuicdo geogréafica de
suas principais linhagens mitocondriais e levantar hipoteses sobre 0s processos histéricos responsaveis
pela atual distribuicdo das linhagens. Para isso, foram feitas reconstrucdes filogenéticas utilizando
sequéncias de DNA mitocondrial dos genes citocromo b e NADH desidrogenase subunidade 4. As
analises filogenéticas foram realizadas pelos métodos de méaxima verossimilhanca e inferéncia
bayesiana. O tempo de divergéncia das linhagens foi estimado assumindo a hip6tese do reldgio
molecular e os mapas de distribuicdo geografica foram confeccionados a partir dos pontos de coleta
georeferenciados. N&s identificamos sete linhagens mitocondriais principais, sendo algumas delas
incongruentes com as atuais definicdes taxondmicas. Destacamos que as espécies do grupo B. atrox
necessitam de uma revisdo taxonémica, uma vez que as linhagens mitocondriais ndo correspondem as
espécies taxonomicamente reconhecidas. As linhagens da América Central e noroeste da América do
Sul apresentam limites territoriais bem definidos, assim como as insulares. Quanto as demais
linhagens da Ameérica do Sul, predominantemente apresentam ampla sobreposicdo geografica. O
soerguimento dos Andes e as transgressdes marinhas ao norte da América do Sul no final do Mioceno
podem ter contribuido para a diversificacdo inicial do grupo B. atrox. Ainda durante o final do
mioceno, o fluxo de agua doce dos Andes e outras areas adjacentes poderiam ter influenciado a
diversificacdo das linhagens sul americanas. A colonizagéo das ilhas do Caribe teria ocorrido por meio
da agua, por uma linhagem independente das demais continentais, no inicio do Plioceno. Qutras rotas
de dispersdo também foram inferidas como uma transamazénica por meio de um corredor andino, e
uma possivel conexdo entre a Amazonia e Mata Atlantica ao sul, por meio da bacia do Parana durante
o Pleistoceno. Por fim, também ressaltamos que a identificacdo das linhagens do grupo B. atrox e seus
respectivos limites geograficos podem subsidiar de forma mais eficiente a bioprospec¢do de veneno
destas serpentes.



ABSTRACT

The Bothrops atrox group corresponds to a set of venomous snakes widely distributed in the
Neotropics and has a complex pattern of interspecific and intraspecific morphological variation.
Currently its main representatives are: B. atrox Linnaeu, 1758 (northern South America, Amazon); B.
leucurus Wagler, 1824 (east coast of Brazil); B. moojeni Hoge, 1966 (predominant Cerrado); B.
marajoensis Hoge, 1966 (Marajo Island); B. asper Garman, 1883 (Central America and northwestern
South America); B. isabelae Sandner Montilla, 1979 (Venezuela); B. colombienses Hallowell, 1845
(northwestern South America), and copies of the insular Caribbean with B. caribbaeus Garman, 1887
(Island of Saint Lucia) and B. lanceolatus Bonnaterre, 1790 (Isle of Martinique). Phylogenetic studies
corroborate the monophyly of species in group B. atrox. However, the difficulty of morphological
characterization of species drives several discussions among researchers on the validity of the
taxonomic status of their some representatives and their actual geographical boundaries. The present
study aims to: assess the taxonomic status of members of the species group B. atrox, describe the
geographical distribution of its major mitochondrial lineages, and make inferences about the historical
processes responsible for the current distribution of lineages. For this we use mitochondrial sequences
from the citochromo b and NADH dehydrogenase subunit 4 genes. Phylogenetic analyzes were
performed by the methods of maximum likelihood and Bayesian inference. The divergence time of the
lineages was estimated assuming molecular clock hypothesis and the geographic distribution maps
were made from the georeferenced collection points. Through our results identified seven
mitochondrial lineages, some of which are incongruent with current taxonomic definitions. We
emphasize that the species of group B. atrox, require a taxonomic review, since mitochondrial strains
do not match the taxonomic species recognized The lineages of Central America and northwestern
South America have well-defined boundaries, as well as islanders. As for the other strains from South
America, predominantly exhibit wide geographical overlap. The uplift of the Andes and marine
transgressions north of South America in the late Miocene, may have contributed to the initial
diversification of the group B. atrox. Even during the late Miocene, the freshwater flow from the
Andes and other surrounding areas could have influenced the diversification of South American
strains. The colonization of the Caribbean islands have occurred through the water by an independent
lineage of continental too, in the early Pliocene. Other dispersal routes were also inferred as a Trans-
Amazon through an Andean corridor and a possible connection between the Amazon and Atlantic
Forest to the south, through the Parana basin during the Pleistocene. Finally, we emphasize that the
identification of strains of group B. atrox and their geographical boundaries, can support more
efficiently the bioprospecting venom of these snakes.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA SOBRE A TAXONOMIA E SISTEMATICA DO GENERO

BOTHROPS: ENFASE NO GRUPO B. ATROX



INTRODUCAO

A familia Viperidae é um grupo de serpentes peconhentas que compreendem cerca de
270 espécies (David & Ineich, 1999; McDiarmid et al.,1999; Mallow et al., 2003),
amplamente distribuidas em todos os continentes, com exce¢do da Antartida e Australia
(Ferrarezzi, 1994; Terrible et al., 2009). S&o caracterizadas por apresentar 0 mais sofisticado
aparelho inoculador de peconha dentre as serpentes (Wdster et al., 2008), composto por um
par de presas tubulares retrateis, ligadas a parte superior de um maxilar mével (Campbell &
Lamar, 2004; Waster, et al., 2008; Vitt & Caldewell, 2009). Este aparato bucal, associado a
um habito predatério de emboscada, permite que essas serpentes ataquem presas
relativamente grandes (Pough & Groves, 1983; Greene, 1992), 0 que as tornam responsaveis
pela maioria dos casos de acidentes ofidicos na América do Sul (Warrel, 2004).
Anteriormente, a familia Viperidae era dividida em quatro subfamilias: Azemiopinae,
Causinae, Viperinae e Crotalinae (McDiarmid et al., 1999). No entanto, Wiuster e
colaboradores (2008) propuseram uma reformulacdo na familia, subdividindo-a apenas em
trés subfamilias: (I) Azemiopinae - com um Unico representante: Azemiops feae Boulenger,
1888, ocorrendo no sudeste da Asia; (I1) Viperinae - na Eurésia e Africa; e (111) Crotalinae nas
Américas, sul da Asia e leste da Europa. Neste estudo, a subfamilia Causinae, que até ento
era considerada basal na classificacdo dos viperideos, foi suprimida e tornou-se um grupo
interno a subfamilia Viperinae.

A subfamilia Crotalinae é formada por aproximadamente 190 espécies, distribuidas
em cerca de 29 géneros, sendo a mais rica das trés subfamilias (Zhang, 1998; McDiarmid et
al., 1999; Ziegler et al., 2000; Gutberlet & Campbell, 2001; Malhotra & Thorpe, 2004; Castoe
& Parkinson, 2006). Sdo popularmente conhecidas como viboras de covinhas (pitvipers),
devido a sua principal sinapomorfia: a presenca da fosseta loreal numa concavidade do 0sso
maxilar (Campbell & Lamar, 2004; Vitt & Caldwell, 2009; Carrasco et al. 2012). Esta
estrutura termo-sensorial lhes permitem identificar e dimensionar presas como pequenos
mamiferos devido a endotermia (Campbell & Lamar, 2004). Entre os viperideos, as viboras
de covinha sdo as mais amplamente distribuidas, com radiacdes de espécies no Velho e Novo
Mundo (Gloyd & Conant, 1990; McDiardmid et al., 1999; Campbell & Lamar, 2004; Castoe
& Parkinson, 2006). Em varios trabalhos, o monofiletismo de Crotalinae tem sido considerada
consenso (Kraus et al., 1996; Parkinson et al., 2002; Malhotra & Thorpe, 2004; Castoe &
Parkinson, 2006). Wuster e colaboradores (2008) sugeriram uma origem recente dos
crotalineos americanos (em relacdo aos representantes asiaticos), a partir de um Unico evento

de colonizacdo pelo estreito de Bering entre o final do Oligoceno e o inicio do Mioceno.



Colonizacdo que foi seguida por um rapido processo de diversificacdo adaptativa, permitindo
ampla diversificacdo morfoldgica e ecoldgica (Martins et al., 2001; Waster et al., 2002a,
2008).

Ao longo dos anos foram realizados varios estudos sobre a sistematica de viperideos
neotropicais, envolvendo dados morfoldgicos, moleculares e ecoldgicos (Hoge & Romano,
1981, 1983; Campbell & Lamar, 1992; Werman, 1992; Wister et al., 1996, 1997, 2002a,
2002b, Parkinson, 1999, 2002; Salomé&o et al., 1997, 1999; Vidal et al., 1996, 1999, Werman,
1999; Malhotra & Thorpe, 2000; Castoe et al., 2003; Creer et al., 2003; Grazziotin et al.,
2006; Fenwick et al., 2009; Jadin et al., 2011; Carrasco et al., 2012). Apesar do esforco de
numerosos autores, a sistematica da subfamilia Crotalinae permanece controversa,
particularmente, em nivel intergenérico (por exemplo, Parkinson et al., 2002; Gutberlet &
Harvey, 2004; Malhotra & Thorpe, 2004; Waster et al., 2008; Castoe et al., 2009; Fenwick et
al., 2009; Carrasco et al., 2012).

Inicialmente, a classificagdo de serpentes era baseada exclusivamente em caracteres
morfologicos externos, utilizando espécimes de colecBes de museus. Linnaeu (1758)
classificou cerca de duzentas espécies, distribuidas em trés géneros: Crotalus (caracterizada
principalmente pela presenca do guizo na extremidade da cauda), Boa (escudos dérmicos
abdominais e subcaudais) e Coluber (escudos dérmicos abdominais e escamas subcaudais).
Desde entdo, assim como nos outros dois, diversas espécies do género Coluber foram
reclassificadas a medida que os critérios de caracterizacdo morfologica foram sendo
refinados, dando origem a outros géneros. A cabeca em forma de lanca e a cauda lisa
(auséncia do guizo comum nas representantes do género Crotalus) foram utilizadas por Oppel
(1811) como caracteristicas principais na descricdo do género Trigonocephalus. Wagler
(1824) identificou a fosseta loreal como elemento principal na caracterizacdo da atual
subfamilia Crotalinae. Essa caracteristica também serviu de base para a criacdo do género
Bothrops Wagler, 1824 (do grego Bothros “cova”, ops “olhos”), diferenciando-o dos demais
integrantes do género Trigonocephalus, por apresentar na parte superior da cabeca duas placas
supraoculares bem definidas e as demais escamas cefalicas posteriores menores e homogéneas
(Duméril et al., 1854).

As especies do género Bothrops Wagler, 1824, sdo conhecidas popularmente no Brasil
como jararacas ou lanceheads, nos paises de lingua inglesa. Sua distribuicdo envolve grande
parte da América do Sul, até a Argentina, sendo que apenas uma das espécies (B. asper)
ocorre até o sul do México. Cinco espécies sdo exclusivamente insulares: B. caribbaeus

(Santa Lucia — Caribe), B. lanceolatus (Martinica — Caribe), B. insularis (Queimada Grande —
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S&o Paulo), B. alcatraz (Alcatrazes — S&o Paulo) (ver Campbell & Lamar, 2004) e B. otavioi
(Vitdéria — S&o Paulo) (Barbo et al., 2012), além de outra forma apontada para a ilha da Moela,
também do litoral paulista (Travaglia-Cardoso, comunicacdo pessoal). Apresentam uma
grande variedade de padrdes morfologicos e habitam um amplo espectro de habitats em toda
sua distribuicdo (Campbell & Lamar, 2004). Devido a sua ampla distribuicdo e variedade de
espécies, representam o principal grupo de serpentes neotropicais de interesse médico, sendo
responsaveis pela maioria dos acidentes ofidicos na América Latina (Campbell & Lamar
1989). Estudos filogenéticos e biogeograficos do grupo sugerem que Bothrops, muito
provavelmente, se constitui numa linhagem Unica que chegou a América do Sul ha cerca de
13 milhdes de anos (mioceno médio), antes mesmo da existéncia de conexdes com a América
Central pelo estreito do Panamd, tendo assim oportunidade para ocorréncia de radiacao
adaptativa nesse grupo (Wiuster et al.,, 2002a, 2008). Assim, sua rapida dispersdo e
diversificacdo pode ter ocorrido por meio de radiagdes adaptativas em habitats desprovidos de
concorrentes viperideos. Desse modo, é comum encontrar um grande nimero de estudos (por
exemplo, Gutberlet & Campbell, 2001; Parkinson et al., 2002; Castoe & Parkinson, 2006) que
corroboram o monofiletismo de Bothrops (considerando Bothriopsis como sinénimo,
conforme descrito abaixo).

Até meados da década de 1960, todas as popula¢des sul americanas de viboras com
cauda lisa eram designadas ao género Bothrops, enquanto os representantes centro americanos
de porte fisico pequeno e arboreo foram designados de Bothriechis (Brattstrom, 1964), num
total de 60 grupos (Hoge & Romano-Hoge, 1979). Posteriormente, resultados de outros
estudos de natureza morfoldgica e bioquimica contribuiram na reestruturacdo do género
Bothrops, separando as espécies em outros géneros. Além do género Bothriechis, foram
propostos 0s géneros Porthidium (Burger, 1971), Atropoides Werman, 1992, Cerrophidion
Campbell & Lamar, 1992, Bothrocophias Gutberlet Jr, 2001, e revalidados 0s géneros
Bothriopsis (Peters, 1861) e Ophryacus (Cope, 1887). No entanto, diversas analises
posteriores vem demostrando consenso em relacdo ao parafiletismo de Bothrops em relacdo a
Bothriopsis, sugerindo a sinonimizacdo destes dois géneros, ficando como valido o género
Bothrops (Saloméo et al., 1997; 1999; Waister et al., 2002a). Outros propdem divisdo de
Bothrops em géneros menores monofiléticos (Parkinson, 1999; Gutberlet & Campbell, 2001;
Harvey, Aparicio & Gonzales, 2005; Castoe & Parkinson, 2006). E ainda, seguindo
tendéncias na sisteméatica de viperideos neotropicais de se reconhecer linhagens
morfologicamente distintas como géneros diferentes, Gutberlet & Campbell (2001) criaram o

género Bothrocophias numa tentativa de tornar monofiléticos alguns representantes sul
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americanos com o rostro elevado, anteriormente designados como Porthidium. Contudo,
nestes estudos, ndo foram analisadas conjuntamente todas as espécies taxonomicamente
descritas, 0 que ainda provoca controveérsias quanto a classificacdo de Bothrops (sensu lato).

Os trabalhos mais recentes que analisaram ndmero maior de taxa e a associacdo de
dados morfolégicos e moleculares buscando aprofundar o conhecimento sobre as relaces
filogenéticas entre o clado envolvendo Bothrops, Bothriopsis e Bothrocophias (botropoides)
também apresentaram resultados conflitantes, resultando em diferentes hipoteses filogenéticas
para este grupo (Fenwick et al., 2009; Carrasco et al., 2012) (Tabela 1). Fenwick e
colaboradores (2009) identificaram em sua maioria 0s mesmos grupos de espécies em cada
género como os obtidos em analises moleculares anteriores (por exemplo, Salomao et al.,
1997; Parkinson et al., 2002; Wuster et al., 2002a), porém propuseram manter Bothrocophias
e Bothriopsis, dividindo Bothrops em trés géneros: Rhinocerophis Garman, 1881,
Bothropoides gen. n. e Bothrops stricto sensu.

Por outro lado, Carrasco e colaboradores (2009) encontraram variagdo em caracteres
morfologicos que Fenwick et al. (2009) relataram como sinapomorfia de Rhinocerophis. E
ainda, Carrasco et al. (2010) em revisdo morfologica do grupo, fizeram a redescricdo da
espécie tipo deste género, mantendo a taxonomia tradicional (Bothrops ammodytoides).
Carrasco e colaboradores (2010) também observaram que a classificagdo proposta por
Fenwick e colaboradores (2009) ndo resolveu a parafilia de Bothrops, porque a atribuicdo
genérica de algumas espécies (por exemplo, Bothrops andianus) ndo foi consistente com os
resultados filogenéticos obtidos. Recentemente, Carrasco e colaboradores (2012) descrevem
que os géneros Bothriopsis, Bothropoides e Rhinocerophis devem ser considerados sindGnimos
de Bothrops, permanecendo apenas 0s géneros Bothrocophias e Bothrops como géneros
validos para esta subfamilia (Tabela 1).

Dentro de Bothrops, varios grupos de espécies foram repetidamente recuperados e
denominados como: grupo B. alternatus, grupo B. neuwiedi, grupo B. jararaca, grupo B.
atrox e Bothriopsis (a lista de espécies completa pode ser encontrada no Apéndice 1 de
Fenwick et al., 2009). Numerosos estudos ecologicos e evolutivos (por exemplo, Martins et
al., 2001; Martins et al., 2002; Araujo & Martins, 2006) tém tradicionalmente usado estes
grupos de espécies, bem como, reconhecendo outros dois grupos B. jararacussu (parte do

grupo B. atrox) e B. taeniatus (= Bothriopsis).
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Tabela 1. Integrantes do género Bothrops segundo Fenwick et al. (2009) e Carrasco et al. (2012).

Fenwick et al., 2009 [ Carrasco et al., 2012
Bothrocophias Bothrocophias campbelli (Freire-Lascano, 1991) Bothrocophias  Bothrocophias campbelli (Freire-Lascano, 1991)
Bothrocophias colombianus (Rendahl & vestergren, 1940) Bothrocophias colombianus (Rendahl & vestergren, 1940)
Bothrocophias hyoprora (Amaral, 1935) Bothrocophias hyoprora (Amaral, 1935)
Bothrocophias microphthalmus (Cope, 1876) Bothrocophias microphthalmus (Cope, 1876)
Bothrocophias myersi Gutberlet & Campbell, 2001 Bothrocophias myersi Gutberlet & Campbell, 2001
Bothrocophias andianus (Amaral, 1923)
Bothrops Bothrops andianus Bothrops Bothrops asper (Garman, 1884)
Bothrops asper (Garman, 1884) Bothrops atrox (Linnaeus, 1758)
Bothrops atrox (Linnaeus, 1758) Bothrops brazili Hoge, 1954
Bothrops brazili Hoge, 1954 Bothrops caribbaeus (Garman, 1887)
Bothrops caribbaeus (Garman, 1887) Bothrops jararacussu Lacerda, 1884
Bothrops jararacussu Lacerda, 1884 Bothrops lanceolatus (Bonnaterre, 1790)
Bothrops lanceolatus (Bonnaterre, 1790) Bothrops leucurus Wagler, 1824
Bothrops leucurus Wagler, 1824 Bothrops marajoensis Hoge, 1966
Bothrops marajoensis Hoge, 1966 Bothrops moojeni Hoge, 1966
Bothrops moojeni Hoge, 1966 Bothrops muriciencis Ferrarezzi & Freire 2001
Bothrops muriciencis Ferrarezzi & Freire 2001 Bothrops osbornei Freire-Lascano, 1991
Bothrops osbornei Freire-Lascano, 1991 Bothrops pirajai Amaral, 1923
Bothrops pirajai Amaral, 1923 Bothrops punctatus (Garcia, 1896)
Bothrops punctatus (Garcia, 1896) Bothrops sanctaecrucis Hoge, 1966
Bothrops sanctaecrucis Hoge, 1966 Bothrops venezuelensis Sandner-Montilla, 1952
Bothrops venezuelensis Sandner-Montilla, 1952 Bothrops b. bilineata (Wied, 1825)
Bothriopsis Bothriopsis b. bilineata (Wied, 1825) Bothrops b. smaragdina (Wied, 1825)
Bothriopsis b. smaragdina (Wied, 1825) Bothrops chloromelas (Boulenger, 1912)
Bothriopsis chloromelas (Boulenger, 1912) Bothrops medusa (Sternfeld, 1920)
Bothriopsis medusa (Sternfeld, 1920) Bothrops oligolepis (Werner, 1901)
Bothriopsis oligolepis (Werner, 1901) Bothrops pulchra (Peters, 1862)
Bothriopsis pulchra (Peters, 1862) Bothrops taeniata (Wagler, 1824)

Bothriopsis taeniata (Wagler, 1824)
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Tabela 1. continuacéo...

Rhinocerophis

Rhinocerophis alternatus (Duméril, Bibron, & Duméril, 1854)
Rhinocerophis ammodytoides (Leybold, 1873)

Rhinocerophis cotiara (Gomes, 1913)

Rhinocerophis fonsecai (Hoge &Belluomini, 1959)
Rhinocerophis itapetiningae (Boulenger, 1907)

Rhinocerophis jonathani (Harvey, 1994)

Bothropoides

Bothropoides alcatraz Marques, Martins & Sazima, 2002
Bothropoides diporus (Cope, 1862)

Bothropoides erythromelas (Amaral, 1923)
Bothropoides insulares (Amaral, 1922)

Bothropoides jararaca (Wied-Neuwied, 1824)
Bothropoides lutzi (Mirand- Ribeiro, 1915)
Bothropoides mattogrossensis (Amaral, 1925)
Bothropoides neuwiedi (Wagler, 1824)

Bothropoides pauloensis (Amaral, 1925)

Bothrops alternatus (Duméril, Bibron, & Duméril, 1854)
Bothrops ammodytoides (Leybold, 1873)

Bothrops cotiara (Gomes, 1913)

Bothrops fonsecai (Hoge &Belluomini, 1959)
Bothrops itapetiningae (Boulenger, 1907)

Bothrops jonathani (Harvey, 1994)

Bothrops alcatraz Marques, Martins & Sazima, 2002
Bothrops diporus (Cope, 1862)

Bothrops erythromelas (Amaral, 1923)

Bothrops insulares (Amaral, 1922)

Bothrops jararaca (Wied-Neuwied, 1824)

Bothrops lutzi (Mirand- Ribeiro, 1915)

Bothrops mattogrossensis (Amaral, 1925)

Bothrops neuwiedi (Wagler, 1824)

Bothrops pauloensis (Amaral, 1925)
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O grupo ou complexo B. atrox é formado por espécies que apresentam ampla
distribuicdo geogréfica nas Américas do Sul e Central, e em algumas ilhas do Caribe. Os
principais representantes sao: Bothrops atrox (Linnaeu, 1758) (regido norte da América do
sul, predominante amaz6nico); Bothrops leucurus Wagler, 1824 (costa leste do Brasil);
Bothrops moojeni Hoge, 1966 (predominante Cerrado); Bothrops marajoensis Hoge, 1966
(Norte do Paré e llha do Marajo); Bothrops asper Garman, 1883 (América Cetral e noroeste
da América do Sul); Bothrops isabelae Sandner Montilla, 1979 (Venezuela); Bothrops
colombienses Hallowell, 1845; Hoge, 1947 (Noroeste da América do Sul); e exemplares
insulares do Caribe como a Bothrops caribbaeus Garman, 1887 (llha de Santa Lucia) e
Bothrops lanceolatus Bonnaterre, 1790 (llha de Martinica) (Figura 1). Além destas, outros
taxons descritos basicamente pela morfologia também tem merecido atencdo, tais como:
Bothrops pictus, Bothrops roedingeri, Bothrops barnetti, Bothrops lojanus (Wister et al.,
2002a) e Bothrops sanctaecrucis, Bothrops andianus, Bothrops venezuelensis (Wister et al.,
2002a, Fenwick al et., 2009). Entretanto, a caréncia de informac6es sobre sua biologia,
historia natural ou outros caracteres informativos nao tem permitido a elaboracao de hipoteses

de relacionamento para com os demais componentes de outros grupos.

Bothrops atrox

A primeira descricdo de B. atrox foi feita por Linnaeus (1758) como Coluber atrox, na
qual ele descreve suas caracteristicas morfoldgicas basicas: cabeca deprimida e comprimida,
com escamas pequenas e acinzentadas. Segundo o hol6tipo utilizado, a serpente em questado
seria uma fémea, encontrada no continente asiatico. Segundo Schmidt & Walker (1943), deve
ter havido algum equivoco na descricdo do local de coleta deste exemplar, sendo mais
provavel sua origem ser o Suriname. Por meio de espécime depositado no Museu de
Munique, Wagler (1824) descreveu Bothrops furia com sendo uma serpente que ocorre ao
longo do rio Amazonas. A descri¢do continha caracteristicas como: cabeca triangular, olhos
pequenos, presenca da fosseta loreal, escamas supra oculares maiores, coloracdo dorsal
marrom escurecida e ventre amarelado. Outros elementos descritos foram o comportamento
extremamente agressivo, a distribuicdo geografica ao longo do rio Amazonas e habito
alimentar predatorio de pequenas aves e mamiferos.

Em 1842, Gray descreveu uma nova espécie de serpente encontrada na Guiana, tendo
como base um exemplar depositado no British Museum, nomeando-a de Bothrops sabinii.
Dentre as caracteristicas descritas podemos citar: escamas quilhadas marrom claro com quatro

séries de manchas escuras e faixa escura que segue na lateral da cabeca (logo apds os olhos),
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acompanhando as escamas supralabiais. No mesmo trabalho, o autor descreve Bothrops

subscutatus, também encontrada na Guyana, s6 que com coloracdo dorsal mais acinzentada e

ventre branco. Contudo, segundo Campbell & Lamar (2004), o que foi descrito como duas

especies diferentes, devem representar apenas variacao de coloracao tipica de B. atrox.
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Figura 1. Pontos de ocorréncia das espécies do grupo Bothrops atrox, segundo

levantamento bibliografico (Antunes, 2012).
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O nome B. atrox foi empregado pela primeira vez por Duméril & Bibron (1854)
sinonimizando Coluber atrox Linnaeus, 1758, Vipera atrox Laurenti, 1822, Bothrops furia
Wagler, 1822, Bothrops tessellatus Wagler, 1824, Bothrops taeniatus Wagler, 1824, Bothrops
leucurus Wagler, 1824, Craspedocephalus atrox Fitzinger, 1826 e Trigonocephalus atrox
Schinz, 1832.

Boulenger (1896) descreveu Lachesis atrox juntamente com Lachesis lanceolatus
(referindo-se possivelmente a Bothrops lanceolatus) e varios outros taxa. Corroborando com
sua descricdo, Quelch (1899) destacou a ampla distribuicdo de Lachesis atrox nas florestas
tropicais da Coldmbia, e suas diferencas entre a surucucu (Lachesis muta) quanto a dimenséo
corporal e disposicdo das escamas. Procter (1919), baseando-se no numero e formato das
manchas corporais de Lachesis atrox, inferiu que Lachesis atrox poderia representar a forma
primitiva de outros exemplares de jararacas sul americanas e caribenhas. Segundo Campbell
& Lamar (2004), o nome Trimeresurus atrox foi utilizado por Schmidt & Walker (1943)
como sinonimia de Bothrops atrox, sendo corroborado por Pope (1955). O nome B. atrox
passou a ser utilizado novamente por Peters & Orejas—Miranda (1970) na elaboracdo de um

catalogo das serpentes neotropicais do United States National Museum.

Bothrops asper

Esta espécie foi descrita inicialmente como Trigonocephalus asper por Garman (1883)
(apud Campbell & Lamar, 2004), utilizando um exemplar coletado no Istmo do Panama. Em
sua descricdo, o autor avalia a serpente como sendo uma variacdo morfoldgica da
Trigonocephalus lanceolatus encontrada nas indias ocidentais (possivelmente B. lanceolatus).
No entanto, Campbell & Lamar (1989, 1992) sugerem que Trigonocephalus xanthogrammus,
descrito por Cope (1868), tenha sido o primeiro sinbnimo de Bothrops asper.

Em alguns trabalhos, a similaridade morfoldgica entre B. atrox e B. asper se mostra
bem evidente. Miller (1885) denomina como Bothrops atrox septentrionalis exemplares
coletados em Costa Grande na Guatemala, local da distribuigéo atual de B. asper. Da mesma
forma, Smith & Taylor (1945) e posteriormente Taylor (1949) utilizam o nome de Bothrops
atrox asper para definir espécies do género Bothrops da América Central. Contudo, Hoge
(1966) propos a reclassificagdo destes ultimos como B. asper.

Boulenger (1896) descreveu morfologicamente Lachesis xanthogrammus com base em
exemplares encontrados em Pallanga, no Equador e nos Andes da Colémbia. No entanto,
Hoge (1966) sinonimizou com Bothrops xanthogrammus. No mesmo trabalho, podemos ver a

utilizacdo do nome Bothrops asper discriminando-o de B. xanthogrammus (Hoge, 1966,
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Peters & Orejas-Miranda, 1970). Campbell & Lamar (1989, 1992) acreditam que B.
xanthogrammus seja uma das varia¢Oes de B. asper, enquanto Freire-Lascano & Kuch (1992)

referiu-se a ambas como B. asper (Campbell & Lamar, 2004).

Bothrops colombiensis

Bothrops colombiensis foi descrita pela primeira vez por Hallowell (1845) como
Trigonocephalus colombiensis utilizando como referéncia espécimes depositados na Academy
of Natural Sciences of Philadelphia. Segundo a descricédo, a localidade dos espécimes seria a
duzentas milhas de Caracas, na regido da Republica da Colémbia. Contudo, Roze (1959)
identificou o erro na descricdo da localidade tipo, uma vez que a regido se tratava da
Venezuela e ndo da Colémbia. Subsequentemente alguns autores (Harding & Welch, 1980;
Hoge & Hoge, 1981) relataram que o territdrio desta espécie se estendia até o nordeste da
Colémbia. Hallowell (1845) identificou e relatou a semelhanca de Trigonocephalus
colombiensis com Trigonocephalus lanceolatus Oppel, 1811. Contudo destacou diferencas
entre as duas espécies quanto ao habitat (a Gltima encontrada na ilha de Martinica) e 0 numero
de placas dérmicas abdominais e caudais. Roze (1959) examinou dois exemplares utilizados
por Hallowell (1845) e propds que se tratavam de uma variacdo geografica da espécie
Bothrops atrox.

Em 1966, Hoge identificou como valido o status de Bothrops colombiensis para as
populacdes das florestas do norte da Venezuela sendo seguido por varios outros autores (Peter
& Orejas-Miranda, 1970; Lancini, 1979; Harding & Welch, 1980; Hoge & Hoge 1981).
Sandner-Montilla (1979) inferiu que, devido a semelhanca morfoldgica, B. colombiensis
deveria ser sinonimizado com B. lanceolatus. Johnson & Dixon (1984) baseando-se em
analises de folidose e morfometria, corroboraram com Roze (1959) e sugeriram sinonimizar
B. colombiensis com B. atrox. No entanto, Campbell & Lamar (1989) consideraram que B.
colombiensis seria sindbnimo de B. asper, ndo admitindo a validade de seu status em seus
trabalhos posteriores (Campbell & Lamar, 1992, 2004). Wister e colaboradores (1999) por
meio de analises de DNA mitocondrial inferiram que B. colombiensis é monofilético com
grupo B. atrox. Calvete e colaboradores (2009), por meio de uma analise protedmica dos
venenos de B. colombiensis, B. asper e B. atrox, identificaram maior correspondéncia entre o
veneno de B. colombiensis com B. asper. Contudo, foram inconclusivos quanto a sua

definicdo taxonémica.
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Bothrops isabelae

Sandner - Montilla (1979) descreveram B. isabelae por meio de espécimes mantidos
vivos em cativeiro, coletados na cidade Guanare, no sopé dos Andes venezuelanos. Em 1989,
Campbell & Lamar, inferiram que B. isabelae se tratava de uma das variacdes de B. asper,
devendo assim sinonimiza-las. Markezich & Taphorn (1993) em um estudo sobre a variagédo
de algumas populacBes de Bothrops venezuelanas concluiu que B. isabelae ndo € valido
devendo assim sinonimiza-las com B. atrox. Wiister e colaboradores (1997) incluiram B.
isabelae em suas analises e concluiram que se tratava de uma populacdo correlacionada ao
grupo B. atrox. Essa defini¢éo foi seguida em estudos posteriores (Wdster et al., 1999, 2002a;
Saloméo et al., 1999; McDiarmid & Campbell, 1999; Kornacker, P.M. 1999; Campbell &
Lamar, 2004). No entanto, nenhum destes trabalhos foram conclusivos sobre a validade de
seu status taxonémico.

Em Fenwick e colaboradores (2009), B. isabelae se mostra monofilética com B. atrox,
com uma distancia genética baixa. No entanto, os autores incluiram B. isabelae em sua lista
de espécies do género Bothrops (portanto, aparentemente, reconhecendo-o0 como um taxon
valido). Recentemente, Rivas e colaboradores (2012), em levantamento herpetolégico da
Venezuela, consideraram B. isabelae sinonimia de B. atrox, assim com B. colombiensis, B.

lanceolatus nacaritae, e B. lanceolatus aidae.

Bothrops leucurus

O nome B. leucurus foi designado por Wagler (1824) para definir exemplares
encontrados com frequéncia sob a vegetacdo em decomposicéo no solo de florestas na Bahia.
No mesmo trabalho, podemos observar a descri¢do de Bothrops megaera, também encontrado
na Bahia, sendo esta provavelmente possivel variacdo de B. leucurus (Campbell & Lamar,
2004). Hoge (1947) descreveu Trimeresurus pradoi por meio de um exemplar do Instituto
Butantan, coletado em Ibiragu, no Espirito Santo. Alguns anos depois, este mesmo exemplar
foi reclassificado como Bothrops pradoi (Hoge, 1966). Alguns autores sugeriram que B.
leucurus e B. pradoi sejam espécies correlacionadas entre si e ao grupo B. atrox (Fernandes &
Pesantes, 1989; Ripa et al., 1997; Waster et al., 1997; McDiarmid et al., 1999). Em 2001,
Puorto e colaboradores desenvolveram um estudo filogeografico de populacGes de jararacas
da Mata Atlantica combinando sequéncias de DNA mitocondrial e dados morfologicos. Os
resultados obtidos sugeriram que B. pradoi e B. leucurus sejam considerados sindnimos. O
nome B. leucurus foi entdo utilizado em trabalhos recentes para designar os espécimes do

grupo B. atrox oriundas da Mata Atlantica (Fenwick et al., 2009; Carrasco et al., 2012).
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Bothrops moojeni
A jararaca identificada como B. moojeni foi descrita por Hoge (1966) a partir de um
exemplar do Instituto Butantan, oriundo de Brasilia, no Distrito Federal. Em sua descricao, o
autor aponta diferencas entre B. moojeni, B. atrox e B. asper quanto ao formato da cabeca,
coloracdo corporal e composi¢do do veneno. O epiteto especifico moojeni foi concedido em
homenagem ao Zoblogo Jodo Moojen. Segundo alguns estudos (Wauster et al., 1996, 1997;
Salomao et al., 1997, 1999; Fenwick et al., 2009; Carrasco et al., 2012), as populagdes das

regides sudeste e central do Cerrado seriam um grupo monofilético dentro do grupo B. atrox.

Bothrops marajoensis

Bothrops marajoensis foi descrita por Hoge (1966) por meio de um exemplar adulto
macho, oriundo de Severino, Ilha do Marajé. No mesmo trabalho, o autor relata a semelhanca
entre B. moojeni e B. asper, mas aponta diferencas no formato da cabeca, nuca, coloracédo
dorsal e atividade coagulante do veneno. Cunha & Nascimento (1993) questionaram o status
de B. marajoensis, sugerindo que fossem sinonimizadas com B. atrox (apud Campbell &
Lamar, 2004). Em varias reconstruces filogenéticas, utilizando dados morfoldgicos e
moleculares, é observado a associacdo de exemplares de B. marajoensis com B. atrox do
baixo Rio Amazonas (Wdster et al., 1997; Salom&o et al., 1997, 1999) ou com B. moojeni
(Fenwick et al., 2009).

Bothrops caribbaeus

B. caribbaeus foi descrito por Garman (1887) com base em um exemplar capturado na
ilha de Sta. Lucia, denominando-o de Trigonocephalus caribbaeus. Na descri¢cdo, o autor
compara 0 espécime com os representantes da ilha de Martinica (B. lanceolatus), indicando
diferencas entre a disposicao das escamas, coloracdo ventral e dorsal. Lazell (1964) cita, pela
primeira vez, 0 nome Bothrops caribbaeus, baseando-se em uma ampla amostragem de ambas
as ilhas (Sta. Lucia e Martinica). Em seu trabalho, baseado no padrdo de cores das escamas,
folidose e no habitat, ele afirma que as populacdes de B.lanceolatus e B. caribbaeus séo
claramente distintas entre si. No entanto, destaca também a grande dificuldade em diferencia-
las de alguns exemplares continentais de B. asper e B. atrox. Outra denominacao apresentada
foi sua classificagdo como B. lanceolatus caribbaeus (Sandner-Montilla, 1990). No entanto, o

nome Bothrops caribbaeus é mais aceito pela maioria dos autores.
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Bothrops lanceolatus

O primeiro relato de um viperideo da Ilha de Martinica foi Vipera caerulescens
(Laurenti, 1768). Anos depois, Lacépede (1788) denominou de Coluber lanceolatus um
exemplar capturado na mesma ilha. No entanto, a literatura apresenta maior aceitacdo para a
descricdo de Bonnatere (1790) na utilizacdo e classificacdo de Coluber lanceolatus. Seguindo
0s mesmos critérios utilizados para outras serpentes, Opell (1811) reclassificou Coluber
lanceolatus em Trigonocephalus lanceolatus.

Boulenger (1896) utilizou a nome de Lachesis lanceolatus como sindnimo de todos 0s
nomes referidos até entdo para B. lanceolatus, juntamente com alguns exemplares
continentais de serpentes. O nome Bothrops lanceolatus foi descrito inicialmente por Duméril
& Bibron (1844). Estes relataram caracteristicas da coloracdo corporal, formato da cabeca,
comprimento corporal, enfatizando a robustez de um exemplar coletado, aferindo dois metros
de comprimento e 12 centimetros de circunferéncia. O nome entdo se manteve ao longo de
varios outros trabalhos (Salomdo et al., 1997, 1999; Wauster et al., 1997, 1999, 2002b;
McDiarmid, Campbell & Touré, 1999; Campbell & Lamar, 2004; Fenwick et al., 2009;
Carrasco et al., 2012).

Relacdes filogenéticas do grupo B. atrox

Ao longo dos ultimos 15 anos, varios estudos buscaram compreender as relacdes
filogenéticas entre os integrantes do grupo B. atrox, porém elas ainda ndo sdo bem
esclarecidas. Parte deste problema ocorre devido a auséncia de padrdo morfoldgico que
permita a clara discriminacdo das espécies deste grupo (Wister et al., 1996). Por outro lado, o
monofiletismo do grupo € corroborada por um série de trabalhos (Saloméo et al., 1997, 1999;
Waister et al., 1997, 1999, 2002a, 2002b; Martins et al., 2001; Fenwick et al., 2009; Carrasco
etal., 2012).

Wister e colaboradores (1996) realizaram andlise multivariada de oitenta e sete
caracteres morfométricos de 250 espécimes sul americanos deste grupo (com excecdo de B.
asper) oriundos de quarenta e trés localidades. Os autores identificaram um padrdo fenotipico
distinto das populacGes de B. moojeni em relacdo a B. atrox. Contudo, no mesmo trabalho, é
relatado a existéncia de populagGes com fenotipos intermediarios entre as duas espécies,
sugerindo uma zona hibrida. Em 1997, os autores realizaram uma nova analise a qual lhes
permitiu caracterizar dois fenotipos distintos: fendtipo moojeni, populagdes taxonomicamente
denominadas de B. moojeni da regido centro-sul do Brasil, e o fendtipo atrox, para populacdes

Amazonicas de B. atrox, B. isabelae, B. marajoensis e B. leucurus da costa atlantica. Neste
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trabalho, os autores também realizaram uma analise filogenética do grupo B. atrox utilizando
sequéncias de DNAmt de dezenove hapl6tipos de treze localidades. Os resultados deste
estudo evidenciam que os espécimes identificados como B. moojeni (regido centro-oeste)
formavam uma linhagem monofilética, assim como B. leucurus (costa Atlantica). E ainda, que
0s espécimes denominados como B. atrox se mostravam parafiléticos, ocupando duas
linhagens distintas: uma ocorrendo a oeste da Amazénia e parte da regido central do Brasil
(formada por B. atrox, B. marajoensis e outro espécime nédo identificado); e outra que se
estende do norte da América do Sul, oeste da Amazonia até a costa Atlantica na regido
sudeste do Brasil (formada por B. atrox, B. isabelae, B. leucurus). Dessa forma, tanto a
caracterizagdo morfoldgica dos fendtipos quanto a delimitacdo das linhagens mitocondriais se
mostraram incongruentes com as defini¢cGes taxonémicas das espécies.

Em 1999, Waister e colaboradores realizaram um novo estudo sobre a sistemética do
grupo B. atrox, baseando-se exclusivamente em dados moleculares. Contudo, na interpretagao
dos resultados, os autores utilizaram a mesma caracterizacdo fenotipica do trabalho anterior.
Nessa nova abordagem, foi ampliado o nimero de sequéncias para trinta haplo6tipos, de vinte
e quatro localidades, das mesmas espécies utilizadas no estudo anterior, porém considerando
também representantes de B. colombiensis e B. lanceolatus. Os resultados corroboraram em
partes com o estudo anterior: B. atrox do extremo norte da distribuicdo se mostrou
monofilético com B. isabelae, B. atrox do Acre e B. leucurus da costa leste. B lanceolatus, se
mostrou monofilético B. caribbaeus e ambas formando um grupo irmdo com as demais
espécies continentais do grupo B. atrox. No entanto, as popula¢fes de B. moojeni da regido
central do pais, que haviam se mostrado monofilética no estudo anterior, estavam presentes
em duas linhagens distintas: uma mais ao norte (incluindo B. atrox e B. marajoensis) e outra
mais ao sul (incluindo B. leucurus do interior da Bahia). Os representantes de B.
colombiensis, oriundo da Venezuela, formaram linhagem monofilética irma das demais
linhagens do complexo (Figura 2). Dessa forma, os novos resultados, além de ndo contribuir
com a resolucdo dos problemas levantados no trabalho anterior (parafilia de B. atrox),
demonstram dois novos problemas (a parafilia de B. moojeni e B. leucurus). Contudo, ambos
os trabalhos demonstram que o status taxondmico das espécies ndo é suportado nem pela
definicéo do fendtipo e nem pelas linhagens mitocondriais (Figura 2).

Puorto e colaboradores (2001) realizaram estudo filogeografico das populagdes do
grupo B. atrox da costa atlantica do Brasil, utilizando dados morfolégicos e sequéncias de
DNAmt. Os resultados permitiram aos autores inferirem que as populagbes analisadas

representavam uma unica espécie com variacdo clinal ao longo da area analisada. No mesmo
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trabalho, os autores recuperaram o monofiletismo destas popula¢ées com haplotipos da regido
amazonica corroborando com trabalhos anteriores (Wiuster et al., 1997, 1999). Contudo, o0s
autores nao utilizaram espécimes identificados como B. leucurus de outras localidades além
da costa Atlantica.

Diante do seguinte cenério fica claro que validade do status das espécies do grupo B.
atrox, assim como sua delimitacdo geografica, requer maiores investigaches. As
incongruéncias entre a variacdo morfolégica e linhagens mitocondriais com as defini¢des
taxonébmicas, se contrastam com a ampla distribuicdo geografica do grupo na regido
Neotropical. Dessa forma, uma investigacéo de fatores histéricos envolvidos na diversificacdo
bioldgica na regido Neotropical, conciliada como uma robusta reconstrucdo filogenética,
poderiam contribuir para a melhor compreensdo do processo de diversificacdo do grupo B.

atrox.
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Figura 2. Reconstrucdo filogenética (esquerda) e distribuicdo geografica (direita) das
linhagens mitocondriais do grupo B. atrox relacionada ao fenétipo obtido por analise feita por
Wiister e colaboradores (1999).
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CAPITULO 2

RECONSTRUGOES FILOGENETICAS REFORGCAM INCONGRUENCIAS ENTRE A

TAXONOMIA E AS LINHAGENS MITOCONDRIAIS NO GRUPO BOTHROPS ATROX
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INTRODUCAO

O historico taxonémico vivenciado desde o inicio da classificagdo dos viperideos
neotropicais tem sido alvo de diversos estudos filogenéticos. Muitos destes envolveram a
utilizacdo de caracteres morfométricos (Gutberlet & Campbell, 2001), osteologia (Werman,
1992), morfologia do hemipénis (Pesantes, 1989; Fernandes et al., 1991), eletroforese do
plasma (Pesantes, 1989; Fernandes & Pesantes, 1989; Fernandes & Abe, 1991), alozimas
(Werman, 1992), citogenética (Becak & Becak, 1969; Becak, 1967; Singh, 1972) e, nas duas
ultimas décadas, abordagens moleculares utilizando sequéncias de DNA mitocondrial
(DNAmt) (Saloméo et al.,1997, 1999; Parkinson, 1999; Wister et al., 2002a, 2008; Castoe &
Parkinson, 2006; Fenwick et al., 2009; Carrasco et al., 2012).

As relacGes filogenéticas de um grupo e as respectivas distribui¢bes geograficas das
espécies deste grupo sdo elementos fundamentais para se compreender sua histéria evolutiva.
Além disso, a relacdo espacial das linhagens filogenéticas associada a estimativa de tempo de
divergéncia nos permite inferir os eventos historicos responsaveis pela cladogénese das
linhagens (Castoe et al., 2009). O sequenciamento do DNAmt se mostrou uma ferramenta
importante em estudos filogenéticos, principalmente com o advento da técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR; Avise, 2004). Quando o grupo de estudo s&o serpentes, podemos
identificar uma série de trabalhos que utilizaram o0 DNAmt para a distin¢cdo de populagdes
(Grazziotin et al., 2006), o reconhecimento de espécies (Puorto et al., 2001; Kelly et al.,
2008; Colston et al., 2013) e rotas de dispersdo (Wuster et al., 2002a, 2002b, Castoe et al.,
2003, 2009; Quijada-Mascarefas et al., 2007; Chen et al., 2013). A identificacdo de espécies
cripticas, em grupos morfologicamente complexos, como as najas asiaticas, também foi alvo
de trabalhos envolvendo o DNAmt (Wister & Thorpe, 1994). Além disso, analises
filogenéticas com sequéncias de DNAmMt em populagbes com alta variacdo morfologica,
podem nos revelar informacdes que seriam mascaradas pelo efeito da selecdo natural (Wister
et al., 1997). Outra vantagem importante é que sequéncias moleculares nos permitem estimar
o tempo de divergéncia entre linhagens, mesmo que a interpretacdo do relégio molecular
possa estar sujeita a problemas analiticos e empiricos (Hillis et al., 1996).

A historia evolutiva do género Bothrops ja foi investigada utilizando marcadores
moleculares mitocondriais. Vidal e colaboradores (1996), utilizando sequéncias de Citb,
constataram que Bothriopsis bilineata era grupo irmao de Bothrops atrox, implicando assim
na parafilia do género Bothrops no caso de se aceitar o género Bothriopsis, insistentemente
rejeitado por Wister e colaboradores em diversas publicagdes. Resultado este, corroborado

por outros trabalhos subsequentes (Salomdo et al., 1997, 1999; Wadster et al., 1997,
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Parkinson, 1999; Gutberlet & Campbell, 2001; Castoe & Parkinson, 2006). Recentemente,
alguns trabalhos chegaram a propor novas classificagdes e formulacdes de novos géneros,
utilizando conjuntamente dados morfolégicos, moleculares e ecoldgicos (Fenwick et al.,
2009; Carrasco et al., 2012).

Em meio a esse universo, se destaca o grupo Bothrops atrox (B. atrox, B. moojeni, B.
leucurus, B. marajoensis, B. colombiensis, B. isabelae, B. lanceolatus e B. caribbaeus) devido
a sua ampla distribuicdo na regido neotropical e complexo padrdo de variagdo morfologica
intra e interespecifica. Além de estarem relacionadas, juntamente com outros exemplares do
género Bothrops, com a maioria dos acidentes ofidicos registrados na América do sul (Warrel,
2004). O monofiletismo do grupo B. atrox é suportado por varios trabalhos (Saloméo et al.,
1997, 1999; Waster et al., 1997, 1999; Martins et al., 2001; Wiuster et al., 2002a, 2002b;
Fenwick et al., 2009; Carrasco et al., 2012). No entanto, a validade taxonémica das espécies e
delimitacdo territorial de cada uma ainda se mostram incertas. Wuster e colaboradores (1997;
1999), investigando as relacdes filogenéticas do grupo B. atrox, identificaram incongruéncias
entre as linhagens mitocondriais e a classificacdo taxondmica, devido ao parafiletismo das
espécies B. atrox, B. moojeni, B. leucurus. Outro ponto encontrado nos estudos foi a
sobreposicdo geogréfica das linhagens mitocondriais que impediam a exata delimitacdo das
mesmas. Contudo, nestes estudos foram utilizados apenas um pequeno segmento do DNAmt
(580pb) e ndo incluiram nas analises representantes de B. asper, mesmo sendo uma espécie
historicamente sempre associada ao grupo B. atrox. Puorto e colaboradores (2001) relatam
que as populacbes da costa Atlantica brasileira do grupo B. atrox representam uma Unica
espécie. Ainda no mesmo trabalho os autores inferem sobre possiveis rotas de conexdo entre
linhagens de B. atrox Amazénicas e B. leucurus da Mata Atlantica por meio de conexdes
florestais durante o Pleistoceno. Desde entdo, ndo ocorreram estudos especificos do grupo B.
atrox que investigassem a validade taxonémica de suas espécies, nem 0s eventos histdricos
envolvidos na diversificacdo do grupo.

Diante deste cenario de incertezas taxondmicas, objetivamos com esse trabalho
contribuir no esclarecimento das relacbes filogenéticas das espécies do grupo B. atrox,
acrescentando a analise B. asper, ampliando o numero de marcadores mitocondriais, 0
numero de amostras por tdxon e a amplitude geogréafica dos estudos anteriores. Desta forma,
visamos avaliar: (I) se as espécies taxonomicamente reconhecidas constituem linhagens
monofiléticas, (1) se estas linhagens encontram-se geograficamente isoladas ou se existem

areas de sobreposicdo, (II1) qual o tempo de divergéncia destas linhagens, e (IV) quais
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eventos e processos histéricos podem ter contribuido para a atual distribuicdo das linhagens
deste grupo.

MATERIAL E METODOS
Obtencéo de amostras

Foram analisadas neste estudo sequéncias DNAmt de 146 espécimes de Bothrops
oriundas de 80 localidades, abrangendo praticamente toda regido neotropical (Anexo 1).
Dentre as sequéncias utilizadas 72% delas foram geradas por uma equipe coordenada pela Dra
Maria da Graga Salomao, do Instituto Butantan e as demais obtidas no genbank (Tabela 2).
Os espécimes utilizados na analise foram devidamente identificados por equipes de
pesquisadores do Instituto Butantan e School of Biological Sciences (University of Wales,
Bangor, UK) e nominalmente descritas como: B. asper, B. isabelae, B. colombiensis, B.

atrox, B. moojeni, B. marajoensis, B. leucurus, B. barnetti e B. punctatus.

Tabela 2. Relacao das sequéncias utilisadas nas analises filogenéticas.

Espécimes Genbank Novas Total Localidades
B. asper 20 9 29 19
B. caribbaeus 1 2 3 1
B. lanceolatus 1 - 1 1
B. isabelae 1 2 3 1
B. colombiensis 1 8 9 5
B. atrox 5 41 46 28
B. leucurus 8 13 21 9
B. moojeni 2 18 30 13
B. marajoensis 1 1 2 1
B. barnetti - 1 1 1
B. punctatus 1 - 1 1
Total 41 105 146 80

Obtencao das sequéncias

Amostras de tecido e/ou sangue foram obtidas de animais vivos coletados na natureza
ou mantidos em cativeiro, com procedéncia conhecida. As amostras de tecido foram
armazenadas em etanol 70-100%, enquanto as amostras de sangue foram armazenadas em
solugéo de 0,1M de EDTA, 0,1M tris e SDS 2%. Todas as amostras foram mantidas
refrigeradas (4°C).

Amostras de DNA total foram extraidas individualmente utilizando o protocolo
descrito por Hillis e colaboradores (1996). Dois segmentos do DNA mitocondrial foram

amplificados via reacdo em cadeia da polimerase (PCR): citocromo b (Citb) e NADH
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desidrogenase subunidade 4 (ND4). O primeiro foi amplificado com os iniciadores 5’-TCA
AAC ATC TCA ACC TGA TGA AA-3’ ¢ 5-GGC AAA TAG GAA GTATCA TTC TG-
3’(Pook et al., 2000), enquanto que o segundo foi amplificado com os iniciadores 5’-CAC
CTA TGA CTA CCA AAA GCT CAT GTA GAA GC-3' ¢ 5’-CAT TAC TTT TAC TTG
GAT TTG CAC CA-3".

As reagOes de PCR foram realizadas em volume final de 50 ul contendo 50 ng de
DNA, 0,52 uM de cada iniciador, 20 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 0,5 mM de MgClI?, 0,4 uM
de dNTP, 2 U de Tag DNA polimerase e 0,5% de DMSO. As condi¢bes de amplificacdo
envolveram uma desnaturagéo inicial de 4 min. a 94°C, 35 ciclos de desnaturagéo por 1 min. a
94°C, hibridagéo dos iniciadores por 1 min. a 50°C, extensdo por 2 min. a 72°C, terminando
com uma etapa de extensdo de 3 min. a 72°C. Os produtos de PCR foram concentrados
reunindo trés produtos por amostra e purificado utilizando o kit de purificacdo de &cido
nucleico GenElute (Supelco). Em seguida, foram sequenciados utilizando o kit Big Dye
Terminator Cycle Sequencing (Life Technologies), segundo recomendagdes do fabricante. Os
produtos do sequenciamento foram analisados em sequenciador automatico ABI377 (Applied
Biosystems). As sequéncias obtidas foram analisadas e corrigidas com o programa SeqScape
v.2.1 (Applied Biosystems). O alinhamento das sequéncias foi realizado com o algoritmo
ClustalW (Thompson et al., 1997), seguido de correcdo manual. Os fragmentos dos dois
genes foram concatenados, a fim de reuni-los em uma Unica matriz de dados, com o programa
DNAsP 5 (Librado & Rozas, 2010). Em seguida, foi realizado a identificacdo dos haplétipos

mitocondriais utilizando 0 mesmo programa.

Analises filogenéticas

As reconstrucbes filogenéticas foram realizadas pelos métodos de maxima
verossimilhanca (ML) e inferéncia bayesiana (IB). Para analise de ML foi realizada busca
heuristica tendo como base uma arvore obtida pelo método de neighbour-joinning, seguido de
reconstrucdes desta arvore inicial com o algoritmo Nearest-Neighbor-Interchange com o
programa MEGA 5.2 (Tamura et al., 2012). O melhor modelo evolutivo e seus respectivos
parametros de analise foram obtidos com o programa JMODELTEST 3.5 (Posada, 2008),
segundo o critério de Akaike. O melhor modelo evolutivo foi selecionado a partir de uma
unica matriz de dados gerada com os dois segmentos de DNAmt (Citb e ND4). O suporte dos
ramos foi determinada pelo método de bootstrap com 1.000 pseudoréplicas. A analise de IB
foi realizada no programa MRBAYES v.3.0b4 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001), seguindo o

mesmo modelo de evolugéo utilizado na ML, utilizando 5.000.000 de gerag¢des. O burn-in foi
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estimado e eliminado por meio da andlise grafica do programa TRACER 1.5 (Rambaut &
Drummond, 2007). Sequéncias homologas de B. punctatus e B. barnetti foram utilizadas
como grupos externos, uma vez que estas tem sido identificadas como filogeneticamente
proximas as espécies do grupo B. atrox estudadas (Carrasco et al., 2012).

A hipétese de relégio molecular foi testada por meio da comparacéo dos valores de
ML da topologia dos dados, com e sem restricdes do relégio molecular, com auxilio do
software MEGA 5.2. Ainda no mesmo programa, foi estimado tempo de divergéncia das
linhagens, utilizando a taxa de evolucio de 7x10°° substitui¢des por gene por milhdo de ano
(Waster et al., 2002b).

Distribuicéo geogréfica dos clados/linhagens
Todos os espécimes analisados foram devidamente georeferenciados por meio do
centroide do municipio o qual foi realizado a coleta. Os mapas de distribuicdo foram
confeccionados no programa ARCVIEW V. 9.3 (ESRI, 2009).

RESULTADOS

A base de dados para anélise foi formada a partir da unido das sequéncias de 716 pb
do Citb e 694 pb do ND4, totalizando 1.410 pb para cada espécime analisado. O nimero de
sitios varidveis considerando apenas o grupo B. atrox foi de 365 (26%), enquanto que com 0s
grupos externos esse numero foi de 410 (29%). O numero de haplétipos identificados para o
grupo B. atrox foi de 95, sendo frequente o compartilhamento de haplétipos entre individuos
de mesma localidade. N&o houve compartilhamento de hapl6tipos entre as espécies
taxonomicamente reconhecidas, com excecdo de B. colombiensis e B. isabelae oriundas de

duas localidades diferentes.

Reconstrucdes filogenéticas
As reconstrucbes filogenéticas obtidas por ambas as analises (ML e IB) foram
congruentes em relacdo a monofilia das linhagens principais identificadas. Contudo, na
reconstrucdo filogenética obtida pela inferéncia bayesiana (Anexo 2) ndo foi sustentada a
monofilia das linhagens de B. asper e a linhagem das espécies insulares se mostrou basal a
todas as demais linhagens continentais. As inferéncias taxonomicas e biogeogréaficas foram
realizadas tendo como base na topologia recuperada pelo método de ML. A partir das

reconstrugdes filogenéticas foi possivel identificar que as espécies consideradas neste trabalho
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como pertencentes ao grupo B. atrox formaram um grupo monofilético em relacéo aos grupos
externos com valores de suporte de 100 de bootstrap (Figura 3).

Dentro do grupo B. atrox foram identificados dois clados principais: o clado Centro-
Sul Americano e o clado Sul Americano (Figura 5). O clado Centro-Sul Americano € formado
exclusivamente pelos espécimes que representam as duas espécies insulares do grupo B. atrox
(B. caribbaeus e B. lanceolatus) e os espécimes taxonomicamente descritos como B. asper. O

clado Sul Americano é formado por espécimes oriundos exclusivamente da América do Sul.

Clado Centro-Sul Americano

Neste clado foram identificadas quatro linhagens principais com valores de suporte
superiores a 90% de bootstrap (Figura 3). Uma destas linhagens é composta pelos
representantes das duas espécies insulares (Linhagem VII), enquanto as outras trés por
representantes de B. asper de diferentes regibes das Américas Central e Sul. As linhagens
principais identificadas por meio das reconstrucdes filogenéticas sdo descritas abaixo:

Linhagem IV: B. asper (América Central);

Linhagem V: B. asper (Equador);

Linhagem VI: B. asper (Equador e noroeste da Colombia) e
Linhagem VII: B. caribbaeus e B. lanceolatus.

Clado Sul Americano

Este clado pode ser dividido em trés diferentes linhagens com valores de suporte
superiores a 86% de bootstrap (Figura 3). As linhagens principais identificadas por meio das
reconstrucdes filogenéticas sdo descritas abaixo:

Linhagem I: B. leucurus, B. atrox e B. moojeni;
Linhagem II: B. isabelae e B. colombiensis e

Linhagem IlI: B. atrox, B. moojeni e B. marajoensis.

32



+cg=Ble.BA103 . -
* feienaos
% |'B.leBATD1
Ble.BAGT
BleBAES.102
BleES117
B.atpi.PUB48
B.atAC02

Linhagem 01
B.at.SUS11 Bothrops atrox

B.atGy554
B.atGy162
B.atAM369

BatAM322 Bothrops moojeni

Bothrops leucurus

B.mo.MS309 Bothrops sp.

* Bothrops colombiensis CLADO
Bothrops isabelae SUL AMERICANO

s

B.coVE73

Linhagem 03

Bothrops atrox
Bothrops moojeni

Bothrops marajoensis

%
-
-
Linhagem 04
Bothrops asper
B.asCR1318
Bothrops asper
* othrops xanthogrammus
%% p=B.25.C0gb05 CLADO
w B.as.COgb12
) CENTRO-SUL AMERICANO
. _llff;::gg:ﬁ, Linhagem 06
B.as.CR.gb
ot Bothrops asper
BxaEC.94
B.as.PNgb11
* o B.as.COgb04
+-L B.as.COgb10
** B.ca CAIM Linhagem 07
* N Bothrops caribbaeus
* Bothrops lanceolatu: o
B.DUEC.1014
B.ba. PU2060

Figura 3. Filogenia do grupo B. atrox obtida pela anélise de 95 haplétipos mitocondriais com
1.410 pb (716 do CitB e 694 do ND4) pelo método de maxima verossimilhanca. As principais
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Linhagem Il apresentou integrantes oriundos exclusivamente da Venezuela, os quais
correspondem aos espécimes taxonomicamente descritos como B. isabelae e B. colombiensis.
As duas linhagens com maior numero de haplotipos (Linhagens | e I1Il) envolvem
representantes de varias espécies do grupo, podem ser subdivididas em linhagens menores
(Figuras 6 e 7), conforme apresentado abaixo:

Linhagem |

Sub-linhagem IA: B. leucurus (atlantica brasileira);

Sub-linhagem IB: B. atrox (presente no oeste);

Sub-linhagem IC: B. atrox (presente no norte);

Sub-linhagem ID: B. moojeni (regido centroeste);

Sub-linhagem IE: B. moojeni e B. leucurus (também no centro oeste)
Linhagem II1

Sub-linhagem I11A: B. atrox (presente a oeste)

Sub-linhagem I111B: B. moojeni, B. atrox e B. marajoensis (leste e centroeste).

Distribui¢do do Clado Sul americano|
do complexo B. atrox

@ CLADO SUL AMERICANO
@ CLADO CENTRO-SUL AMERICANO

CLADO
SUL AMERICANO

100

CLADO
CENTRO-SUL AMERICANO

Figura 5 - Filogenia do grupo B. atrox obtida pela analise de 95 hapl6tipos mitocondriais
com 1.410 pb (716 do CitB e 694 do ND4) pelo método de maxima verossimilhanga. Os
principais clados identificados aparecem em destaque. No mapa, é apresentada a localizacéo
geografica dos haplotipos identificados, sendo organizados em cores de acordo com 0s
respectivos clados mitocondriais.
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Limites geograficos dos Clados/linhagens

Clado Sul Americano

Os mapas de distribuicdo das linhagens nos permitiu constatar que existe sobreposicéo
espacial entre as Linhagens | e I1l em quase toda a rea de distribuicdo (Figura 8), sendo que a
linhagem | apresenta abrangéncia um pouco maior, atingindo o extremo norte, oeste e a costa
leste da América do Sul. A Linhagem II, formada exclusivamente por B. colombiensis e B.
isabelae, apresenta distribuicdo restrita, ocorrendo exclusivamente na regido noroeste da

Venezuela.

Clado Centro-Sul Americano

Das quatros linhagens identificadas para este clado, trés (Linhagens IV, V e VI)
incluem exclusivamente representantes de B. asper. Apesar destas linhagens estarem
associados a um Unico taxon, elas ocorrem geograficamente separadas com um pequena area
de sobreposicao entre as Linhagens IV e VII, no Equador (Figura 9). A Linhagem IV ao norte
da distribuicéo, limitrofe com a Linhagem VI, que ocupa toda regido noroeste da Colémbia se
estendendo até o Panama em um extremo, e ao Equador em outro. A Linhagem V ocupa
praticamente todo o Equador, sendo simpatrica com as Linhagens VI e Ill. A Linhagem VII é
formada pelas espécies insulares do estudo, ocupando as ilhas de Santa Llcia e Martinica no

Caribe, ndo apresentando representantes no continente.

Relégio molecular e tempos de divergéncias

A hipdtese de relogio molecular ndo foi rejeita em nivel de significancia de 5% (P =
0,998), sendo assim possivel fazer correlacdo direta entre as distancias genéticas e os tempos
de divergéncias dos taxa. Com base nisso, estimamos que a origem do grupo B. atrox teria
ocorrido ha pelo menos 10 milhdes de anos atras, no Mioceno meédio (Figura 10). A
divergéncia dos clados Sul e Centro-Sul Americanos teria ocorrido ha pelo menos 5 milhdes
de anos atras, no final do Mioceno. A formacdo das linhagens do clado Centro-Sul Americano
ocorreu a cerca de 4,7 milhdes, inicio do Plioceno. A diversificacdo das Linhagens Sul
Americanas, teria ocorrido a cerca de 3,3 milhdes de anos atras, no final do Plioceno. As sub-

linhagens teriam se diversificado nos dois ultimos milhdes de anos, no Pleistoceno.
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Figura 10. Estimativa dos tempos de divergéncias dos clados e linhagens identificados
no grupo B. atrox com base em 1410 pb do DNA mitocondrial.

DiscussAo

As reconstrucdes filogenéticas reforcam resultados previamente descritos (Wuster et
al., 1997, 1999) que retratam a incongruéncia entre algumas das espécies taxonomicamente
descritas e as linhagens mitocondriais identificadas para o grupo B. atrox. Além disso, foi
possivel identificar clara separacdo entre as espécies deste grupo que ocorrem na Ameérica
Central e noroeste da América do Sul em relacdo as espécies exclusivamente sul-americanas,
sugerindo que processos e eventos historicos diferentes podem ter influenciado a
diversificacdo destas linhagens. Com base nisso, foi possivel levantar algumas hipétese
biogeogréaficas para explicar o atual padrdo de distribuicdo geografica das linhagens no grupo

B. atrox, conforme serdo discutidas em detalhes nas se¢6es abaixo.

Relacdo das espécies com as linhagens mitocondriais
A partir das reconstrucées filogenéticas obtidas, torna-se claro que os representantes
do grupo B. atrox que ocorrem na América Central e no noroeste da América do Sul (clado
Centro-Sul Americano) apresentam monofiletismo reciproca em relacdo aos demais
representantes sul-americanos deste grupo. E ainda, que as linhagens mitocondriais
encontradas no clado Centro-Sul Americano apresentam clara associacdo com as especies

taxonomicamente reconhecidas para esta regido. As espécies insulares aparecem como grupos
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irmaos, corroborando resultados anteriores que sugerem a origem de B. lanceolatus tenha sido
de ancestrais de B. caribbaeus e ndo de individuos de uma populagdo ancestral continental
(Wuster et al.,, 2002b). Em relacdo as linhagens mitocondriais associadas a espécie
continental, B. asper, 0s baixos valores de suporte estatistico dos ramos ndo permitem
concluir se esta espécie constitui efetivamente uma tnica linhagem monofilética, assim como,
qual a efetiva relacdo entre estas linhagens e a das espécies insulares. Contudo, considerando
que a origem das espécies insulares tenha sido de ancestrais continentais, parece plausivel
cogitar que tenha sido da populacéo de B. asper da Colémbia. E ainda, considerando que as
demais linhagens de B. asper aparentemente estdo geograficamente isoladas, seria mais
plausivel considerar que cada uma das linhagens deste clado seja considerada como espécies
diferentes, elevando o nimero de espécies de trés para cinco. Porém, ainda sdo necessarios
mais estudos para esclarecer as relacdes filogenéticas entre as espécies Centro-Sul
Americanas.

Por outro lado, em relacdo as espécies do clado Sul Americano, ndo foi observada
correspondéncia com as espécies taxonomicamente reconhecidas e as linhagens
mitocondriais, com excecdo da linhagem Il. Esta Gltima é formada exclusivamente por
representantes identificados como B. colombiensis e B. isabelae, e esta evolutivamente mais
relacionada com as linhagens de B. atrox do que com as de B. asper. Com base nisso, parece
mais plausivel sugerir que B. isabelae seja considerado sindnimo B. colombiensis, e
considerando o critério de prioridade, seja este ultimo utilizado para designar esta linhagem.
Tal proposicdo contrapfem estudos anteriores que propuseram que B. colombiensis seja
sinbnimo de B. asper (Campbell & Lamar, 2004; Calvete et al., 2009) e B. isabelae seja
sindnimo de B. atrox (Johnson & Dixon, 1984; Markezich & Taphorm, 1993).

B. leucurus, B. atrox e B. moojeni se mostraram grupos parafiléticos envolvidos nas
linhagens | e Ill. A parafiletismo destes taxa ja havia sido identificada anteriormente por
Woister e colaboradores (1997, 1999). Particularmente no caso da sub-linhagem IA, apesar
desta ser composta exclusivamente por representantes identificados como B. leucurus da
regido litoranea brasileira, a monofiletismo de B. leucurus ndo pode ser sustentada por existir
haplotipos desta espécie que foram agrupados com haplotipos de B. moojeni na sub-linhagem
IE. Estes representantes de B. leucurus que foram agrupados nesta ultima linhagem
apresentam fenOtipo "atrox”, ao contrario dos demais representantes desta linhagem que
apresentam o fendtipo "moojeni” segundo Wister e colaboradores (1997). E ainda, segundo
estes ultimos, a variagdo morfométrica responsavel pelo fendtipo “moojeni” seria uma

variacdo do fenotipo “atrox” adaptada a vegetacdo de areas abertas do Cerrado.
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Por outro lado, alguns trabalhos sugerem que o habitat tipico de B. moojeni seriam
matas ciliares (Leloup, 1984; Borges & Araujo, 1998), podendo ocorrer também em éareas de
interflavio (Nogueira et al., 2003). Nogueira e colaboradores (2003) pontuam ainda que
mesmo B. moojeni habitando o Cerrado (um bioma sazonal e relativamente mais seco), ndo ha
diferengas ecoldgicas em relacdo as demais espécies do grupo que vivem na Amazonia e Mata
Atlantica. Dessa forma, o que parece consistente ¢ que o fendtipo “moojeni” seria uma
condicdo homoplasica de algumas linhagens do grupo B. atrox. Com base no exposto, parece
plausivel supor que B. leucurus constitua uma espécie valida e designe os representantes do
grupo B. atrox que ocorrem exclusivamente na costa atlantica do Brasil e que a viabilidade de
utilizacdo do padrdo fenotipico como critério de identificagdo de espécies para este grupo
deva ser melhor investigado.

As mesmas evidéncias apresentadas acima que ressaltam a dificuldade de utilizagéo
das caracteristicas morfometricas para definicdo das espécies do grupo B. atrox podem ser
aplicadas para justificar a parafiletismo observada em B. atrox e B. moojeni. Representantes
desta duas espécies aparecem em diferentes linhagens e sub-linhagens nas filogenias obtidas
neste trabalho, sendo que o fenotipo das populacdes analisadas pode ter sido influenciado por
fatores ambientais locais mesmo pertencendo a linhagens evolutivas diferentes.

Por fim, os dois representantes de B. marajoensis analisados foram agrupados com 0s
representantes de B. atrox e B. moojeni na linhagem IlIB. Devido ao baixo numero de
individuos analisado a as incertezas taxonémicas observadas na definicdo de espécies nesta

linhagem, o status taxondmico desta espécie ainda € incerto.

Delimitacao geograficas das linhagens mitocondriais

As linhagens do clado Centro-Sul Americano (Linhagens 1V, V, VI e VII) apresentam
clara delimitacdo geografica com pequenas areas de sobreposicdo no Equador entre as
linhagens V e VI. Conforme descrito anteriormente, tais distribuicbes podem ser vistas como
evidéncias de isolamento geografico entre as linhagens mitocondriais.

Por outro lado, as linhagens do clado Sul Americano apresentam um cenario de
distribuicdo mais complexo, com varias areas de sobreposicdo entre elas, com excecdo da
linhagem 1I. Esta dltima apresenta delimitacdo geografica sem sobreposi¢cdo com outras
linhagens, estando restrita @ Venezuela. As linhagens mitocondriais I e I11 apresentam grande
sobreposicdo de distribuicdo na bacia Amazonica, sendo que linhagem | ainda estende sua
distribuicdo geografica para areas periféricas, enquanto a linhagem 1l é restrita as bacias

Amazonica e Araguaia/Tocantins. Tendo como base esse cenario, parece plausivel considerar
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gue a linhagem | teria seguido uma trajetoria transamazénica, provavelmente do Norte da
América do Sul em direcdo a costa Brasileira passando a oeste da bacia Amazonica (veja
relacBes filogenética das linhagens IC, IB e IA na Figura 6). A linhagem | demonstra um
padrdo de ocupacdo transamazonico por parte das sub-linhagens IC (Guyana e Suriname) e IB
(Peru e estado do Acre). Enquanto a linhagem 11l parece ocupar toda extensdo sul da bacia
Amazonica, até rios correlacionados com o rio Tocantins e Araguaia. Outro ponto que chama
atencdo é a relacdo filogenética entre a sub-linhagem 1A (costa atlantica) com as sub-
linhagens IC e IB (Amazo6nicas), no outro extremo da distribuicdo. Este resultado corrobora
com Waster e colaboradores (1997, 1999). Puorto e colaboradores (2001) também
recuperaram o mesmo padréo de relacéo entre as populagdes do grupo B. atrox da Amazonia
com as populacdes da costa atlantica.

Por outro lado, a linhagem Il teria seguido uma trajetéria de dispersdo e
diversificacdo ao sul do Rio Amazonas (Figura 7) e ao longo da bacia do Araguaia/Tocantins,
com provavel influéncia da formacdo destas bacias no processo de diversificacdo desta

linhagem.

Eventos e processos historicos relacionados a diversificacdo do grupo B. atrox

A biodiversidade da regido neotropical sofreu influéncia de diversos eventos historicos
desde o final do Eoceno/Oligoceno até o Pleistoceno (Zink et al., 2004; Rull, 2008). Segundo
Coyne & Orr (2004) as mudancas paleogeograficas ocorridas no Mioceno e Plioceno foram
significativas nos processos de especiacdo. Durante este periodo a formacdo e o
desaparecimento de barreiras geogréficas, alteraram padrGes de migracdo e isolamento,
favorecendo a vicariancia. Dessa forma, ndo podemos considerar que a divergéncia entre
linhagens seria explicada por modelos Unicos de vicariancia (Costa, 2003). Possivelmente,
varios fatores contribuiram na diversificacdo do grupo B. atrox e subsequentemente na
formagdo das linhagens identificadas no presente trabalho. A partir das reconstrucoes
filogenéticas, identificamos que as linhagens se organizam em dois grandes clados
reciprocamente monofiléticos: um Sul Americano e outro Centro-Sul Americano. Pode-se
inferir entdo que a populacdo ancestral destes clados deveria ocorrer no noroeste da América
do Sul (atualmente regido limitrofe da distribuicdo clados), uma vez que apenas um deles se
dispersou para o restante da América do Sul. Considerando que a divergéncia destes pode ter
ocorrido ha cerca de 5 milhdes de anos atrds, pode-se relacionar o soerguimento da
Cordilheira dos Andes (Hoorn et al., 2010) e as transgressdes marinhas que ocorrem na bacia

amazonica no inicio do Plioceno (Hernandez et al., 2005, Figura 11) como possiveis
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processos historicos responsaveis pela separacdo da populagdo ancestral deste grupo em duas
subpopulacdes, que posteriormente se diversificaram em diregdes opostas, uma em direcao a

Ameérica Central pelo istmo do Panama e a outra em direcdo ao sul da América Central.
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Figura 11. Hipotese de transgressdes marinhas Sul
Americanas do final do Mioceno que podem estar
associada ao processo de diversificacdo dos clados
Sul e Centro-Sul Americanos. Figura retirada do
trabaho de Hernandez e colaboradores (2005).

A andlise da distribuicdo da linhagem VII permitir concluir que as representantes
insulares do grupo B. atrox (Bothrops caribbaeus e Bothrops lanceolatus) se diversificaram
independentemente das demais continentais. Compreender a formacdo da linhagem VII
remonta a uma antiga investigacdo da origem da fauna das Antilhas (Baskin & Williams,
1966; Burgess & Franz, 1989; Donnelly, 1989; Breuil & Masson, 1991; Ilturralde-Vinent,
1999; Wauster, 2002b; Santiago & Olmstead, 2004; Hedges, 1996, 2006). Segundo nossos
resultados, a linhagem caribenha teria diferenciado dos demais representantes continentais a
cerca de 4,9 milhGes de anos atras, no inicio do Plioceno. No entanto, registros de conexdes
de terra firme entre as Antilhas e o continente séo inexistentes. Hedges (2006) prop6s que
varios representantes da herpetofauna das ilhas teriam origem a partir da colonizacdo pela
agua, oriunda do continente. llhas de vegetacdo flutuantes (destrocos, Figura 12), resultantes

de tempestades na foz de alguns rios, poderiam ser impulsionadas por correntes maritimas

43



tipicas daquele periodo, permitindo a colonizacio das indias ocidentais (Hedges, 1996, 2006).
Em Wauster et al., (2002b), foi realizado um estudo sobre a origem e a filogenia de B.
caribbaeus e B. lanceolatus no qual os autores fizeram inferéncias equivalentes as nossas. No
trabalho em questdo, os autores encontraram uma autapomorfia em B. lanceolatus quanto a
disposicdo das escamas ventrais e dorsais, sugerindo que a colonizagdo do género Bothrops
nas Antilhas, teve inicio na llha de Santa Lucia e depois na Ilha de Martinica, uma vez que B.
caribbaeus, habitante da llha de Santa Ldcia, e as demais representantes continentais do
complexo ndo compartilham de tais caracteristicas. Contudo, a compilacdo dos trabalhos de
Hedges (2006) e Wister et al., (2002b), nos permite inferir uma possivel rota de colonizacdo
a partir do extremo norte da América do Sul, mesmo ndo havendo registros atuais de sua

linhagem no continente.

Figura 12. llhas de vegetacdo na confluéncia dos rios Amazonas e Tapajos que
podem estar associado ao processo de colonizagdo das lIlhas do Caribe pelos
membros do grupo B. atrox a partir do continente. Figura retirada do trabaho de
Hedges (2006).

Ainda no Mioceno, o fluxo de agua doce dos Andes e outras areas adjacentes
promoveram intensas transformagdes ambientais na Amazonia (Westaway, 2006) (Figura 13),
as quais poderiam ser responsaveis pela diversificacdo inicial das linhagens do Clado Sul
Americano. A transposicdo amazonica das linhagens | e Il possivelmente ocorreu de forma
independentemente. Nufies e colaboradores (2009) analisaram a variagdo ontogenética das
proteinas da peconha de populacBes do complexo B. atrox, de ambos os lados da Bacia
Amazobnica. O resultado da analise indicou que as populagdes de B. atrox da regido sul
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amazonica, apresentam a composic¢do do veneno equivalente aos neonatos das populagdes de
B. asper, fendbmeno também descrito para as cascavéis centro e sul americanas, que
apresentam veneno pedomorfico (Gutierrez et al., 1991). Ja as populacdes de B. colombiensis
e B. atrox ao norte, a composicdo do veneno se assemelhava aos adultos de B. asper. O
padrdo pedomorfico do veneno das populagbes de B. atrox do sul permitiu aos autores
inferirem uma possivel fragmentacdo alopatrica ao longo de uma expansdo para sul

transamazonico por meio do corredor andino (Figura 14).
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Figura 13. Mapa dos principais sistemas fluviais
adjacentes da Bacia Amazonica que podem ser
responsaveis pelo processo de diversificacdo inicial
das linhagens do clado Sul Americano. Figura retirada
do trabaho de Westaway e colaboradores (2006).
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Figura 14. Distribuicdo geogréafica de B. atrox (mancha cinza),
B. colombiensis (mancha amarela) e B. asper (pontos pretos).
No mapa é indicado as possiveis rota de dispersdo pelo
corredor andino (setas). Foto correspondente a um espécime
adulto de B. atrox fotografado por Alejandro Ramirez
(Programa de Ofidismo/ Escorpionismo, Universidad de
Medellin, Colombia) (canto inferior esquerdo) (NuUfez et al.,
2009). A rota inferida pelos autores corrobora com nossos
resultados referentes a disperséo da linhagem 1.

A dindmica de formacdo dos mananciais da Bacia Amazbnica possivelmente
influenciou o processo de disperséo das linhagens | e I1l aos demais biomas brasileiros. As
serpentes do complexo B. atrox estdo normalmente associadas a formacgoes florestais como
matas de galerias, florestas tropicais deciduas e ambientes riparios (Oliveira & Martins, 2001;
Oliveira, 2003; Campbell & Lamar, 2004; Abrahdo, 2007). Mesmo B. moojeni, caracterizada
como representante do Cerrado, dominio associado a &reas abertas, predominantemente é
encontrada em formacgdes mais arbOreas como matas ciliares, veredas e areas de interflivio
(Martins et al., 2001, 2002; Nogueira et al., 2003). No entanto, 0 que chama mais a atencéo é
a intrinseca relacdo das espécies do complexo com formacdes vegetais mais Umidas como
pantanos, veredas ou matas ciliares de lagos e riachos (Campbell & Lamar, 2004; Nogueira et
al., 2003). Segundo Abrahdo (2007), B. atrox é facilmente encontrada em matas ciliares que
se formam ao longo de pequenos e médios riachos, adjacentes a grandes rios. Estas areas
podem funcionar como corredores florestais, permitindo a conexao entre algumas regides. A
linhagem 11 em especial, é a que apresenta maior concordancia com a distribuicdo dos rios
Amazonicos (Figura 15). Por meio da mata ciliar, a colonizagdo dessa linhagem no Cerrado
poderia ter ocorrido por riachos secundarios associados aos Rios Araguaia e Tocantins.
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A linhagem | apresenta ampla distribuicdo territorial abrangendo os dominios
morfoclimaticos da Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica. No entanto, os ramos de B. atrox
amazonicos (sub-linhagens IB e IC) e os representantes de B. leucurus da Mata Atlantica
(sub-linhagem 1A), sdo filogeneticamente mais proximos do que o ramo caracterizado como
B. moojeni do Cerrado (sub-linhagens ID e IE). Isso nos permite inferir que antes do periodo
de divergéncia destes ramos, por volta de 1,73 milhdo de anos atras, havia de alguma forma,
uma conexdo entre a Amazonia e a Mata Atlantica que permitiu a possivel colonizacgdo de B.
leucurus. Por (1992) (apud Costa, 2003) identificou trés possiveis rotas florestais entre a
Amazo6nia e a Mata Atlantica, contemporanea a este periodo, que permitiram a conexdo entre
os dois dominios: (1) principal - pelo sul na Bacia do Parana, (II) secundaria - por entre

formagdes florestais da Caatinga, e (111) conexdo menor - por entre os rios do Cerrado (Figura
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16). Baseado em nossas analises filogenéticas, parece plausivel considerar que a conexao pelo
sul na Bacia do Parand seja a rota mais provavel de dispersdo da linhagem I, corroborando

com a relacdo evolutiva entre as sub-linhagens 1B (Sul Amazonica) e IC (Mata Atlantica).

201

r

Figura 16. Possiveis rotas de dispersdo entre a
Amazonia e Mata Atlantica (Por, 1992; apud Costa,
2003). A conexao | pelo sul na Bacia do Parana é a
gque mais corrobora com o padrdo de ocupacdo da
linhagem I.

O presente trabalho permitiu explorar as relagfes evolutivas entre as espécies do grupo
B. atrox e compreender parte da distribuicdo espacial de suas linhagens. No entanto, algumas
relacBes dentro e entre as linhagens ndo se mostraram bem resolvidas. Na prépria filogenia
apresentada podemos identificar que o hapl6tipo B.co.VE73 se mostrou o Unico representante
de uma linhagem néo inferida no presente trabalho. Da mesma forma, o haplétipo B.PU2478
poderia representar um nova sub-linhagem da linhagem 1. Dessa forma, um nimero maior de
amostras destas localidades e geograficamente mais abrangente, subsidiaria analises mais
refinadas das linhagens. Outro ponto importante seria a exploracdo de mais marcadores
moleculares que sejam independentes do mitocondrial, como marcadores nucleares,
permitindo assim aferir se os resultados obtidos refletem a filogenia do grupo e néo dos genes
mitocondriais.

Por fim, vale ressaltar que a identificacdo das linhagens mitocondriais e suas
respectivas distribuicGes geograficas, fornecera subsidio para a bioprospeccdo de veneno e
producdo de soros antiofidicos mais eficientes. Calvete e colaboradores (2009) constataram
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variacdo geografica na composi¢do do veneno que podemos associd-la a uma das linhagens
mitocondriais por nos identificada. O que nos permite inferir que possivelmente a variacdo

seja maior entre linhagens diferentes.

CONCLUSAO

As reconstrucgdes filogenéticas reforcam os estudos anteriores que demonstram uma
incongruéncia entre as espécies taxonomicamente reconhecidas e as linhagens mitocondriais,
reforcando a necessidade de revisdo taxénomica do grupo.

O grupo B. atrox é formado por duas grandes linhagens sendo que uma delas ocupa a
América Central e o0 noroeste da América do Sul e a outra encontra-se amplamente distribuida
na América do Sul.

As linhagens mitocondriais correspondentes a B. asper evidenciam a existéncia de trés
unidades taxondmicas diferentes, as quais necessitam de reclassificagéo.

B. caribbaeus e B. lanceolatus constituem linhagens independentes das demais
linhagens continentais, o que reforca a classificacdo atual de considera-las espécies diferentes.

As espécies insulares do grupo B. atrox estdo evolutivamente mais relacionadas com
B. asper do que B. atrox.

B. isabelae e B. colombiensis formam uma linhagem monofilética e, considerando o
conceito filogenético de espécie (Cracraft, 1983), podem ser consideradas como uma Unica
espécie, sendo que, com base no critério de prioridade do Codigo Internacional de
Nomenclatura Zoolbgica, prevaleceria B. colombiensis para designar esta espécie.

Os status taxondmicos de B. atrox e B. moojeni devem ser revistos devido a parafilia
encontrada em nossa reconstrucéo.

Os espécimes do grupo B. atrox da costa Atlantica, designadas por B. leucurus, podem
representar uma Unica espécie.

A origem dos clados Centro-Sul e Sul Americanos possivelmente ocorreu devido ao
soerguimento dos Andes e as transgressdes marinhas no final do Mioceno.

A colonizacdo da linhagem VII nas ilhas do Caribe possivelmente ocorreu por meio da
agua, a partir de uma linhagem continental, inicialmente ocupando a ilha de Santa Lucia e
posteriormente ilha de Martinica.

A formacdo dos mananciais adjacentes a bacia Amazonica podem ter influenciado a
diversificacdo inicial das linhagens do clado Sul Americano.

As matas ciliares dos mananciais associados aos rios Amazonas, Araguaia e Tocantins

podem ter servido de corredores florestais para disperséo da linhagem I1I.
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A transposicdo Amazénica das linhagens | e Ill pode ter ocorrido por meio de um
corredor andino, permitindo assim a fragmentacdo alopéatrica das linhagens ao longo das
regides noroeste e sul Amazonico.

A rota de dispersdo da linhagem | da Amazonia até a costa Atlantica pode ter ocorrido
por meio de uma conex&o entre a Amazonia e a Mata Atlantica pelo sul, por meio da Bacia do
Parand durante o Pleistoceno.
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Anexo 1. Referéncia as espécies, localidades de coleta, nome dos haplétipos utilizados nas andlises, linhagem mitocondrial a qual o haplétipo

pertence, voucher referente a amostra e 0 nimero de acesso no GenBank.

Espécie Voucher Localidade Hapldtipo Linhagem GenBanK (Citb, ND4)

Bothrops asper BELIZE MgS 252 BELIZE B.as.BE252 LIN 04
BELIZE MgS 263 B.as.BE263 LIN 04
BELIZE WW264 B.as.BE264 LIN 04 AF292600, AF292638
BELIZE MgS 270 B.as.BE263 LIN 04
BELIZE MgS 271 B.as.BE263 LIN 04
INS B60 COLOMBIA B.as.COgh04 LIN 06 FJ985702, FJ985713
SUA 3971 B.as.CO.gbh05 LIN 06 FJ985700, FJ985712
SUA 1691 B.as.CO.gbh06 LIN 06 FJ985698, FJ985710
SUA 2721 B.as.C0O.gbh06 LIN 06 FJ985696, FJ985708
MHUA 14438 B.as.CO.gb10 LIN 06 FJ985703, FJ985714
MHUA 14447 B.as.CO.gb12 LIN 06 FJ985699, FJ985711
MHUA 14311 B.as.CO.gb13 LIN 06 FJ985697, FJ985709
CR WW1318 COSTA RICA B.as.CR1318 LIN 04 EU624301, EU624210
CR WW1320 B.as.CR1318 LIN 04
MZUCR 11152 B.as.CRgb LIN 06 AY223599, BAU41876
ICP 0404 B.as.CR1318 LIN 04 FJ985706, FJ985716
EC MgsS 740 EQUADOR B.as.EC740 LIN 05
EC WW746 B.as.EC746 LIN 05 AF292601, AF292639
EC FHGO 1263 B.as.EC740 LIN 05
EC FHGO live 2199 B.as.EC1012 LIN 06
EC FHGO live 2167 B.as.EC1012 LIN 06
ME coll. A Q. ZG01 MEXICO B.as.ME875 LIN 04
ME coll. AQ. ZC 2 B.as.ME875 LIN 04
ICP 1286 PANAMA B.as.PN.gb11 LIN 06 FJ985701, FJ985715
FHGO coll. 1099 EQUADOR B.xa.EC.94 LIN 06
WW-INHMT 1 coll B.as.xa.EC746 LIN 05
WW-INHMT 2 coll B.as.xa.EC746 LIN 05
WW-INHMT 3 coll. B.as.xa.EC746 LIN 05
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Continuagdo da tabela Anexo 1

Bothrops atrox

WW-INHMT 4 coll.

AC Biot. 4774

AC. Coll - 55021

AM Biot - 215

ACRE

AMAZONAS

AM Biot - 9303-28
AM Biot - 9302-12
AM Biot - 9301-35
AM Coll. — 56540
AM Coll. — 56541
AM Coll. — 56542

FHGO live coll. 1424
FHGO live coll. 1387
EC FHGO 1399

EC FHGO 1395

EC FHGO 1392

PA MgS 1029

Coll - ROM 22848
GyF Mgs - 554

MA MgS - 709

MA MgsS - 710

MA MgS - 712

MA MgS - 716

MA MgS - 723

PA MgS - 729 PARA
PA MgS - 730

PA MgS - 733

PA MgS - 734

PA MgsS - 735

PA MgS 943

PA Coll. — 56548

PA Biot. - 4836

PA Biot. - 4834

EQUADOR

GUYANA
GUYANA FRANCESA
MARANHAO

B.xa.EC.99
B.at.AC02
B.at.AC14

B.at. AM313
B.at. AM322
B.at. AM323
B.at. AM322
B.at. AM367
B.at. AM368
B.at. AM369

B.at.EC742

B.at.EC742

B.at.EC739

B.at.EC739

B.at.EC743

B.at.EC1029

B.at.Gyl162

B.at.Gy554
B.at. MA709
B.at. MA710
B.at. MA712
B.at. MA710
B.at. MA709
B.at.PA36
B.at.PA36

B.at.PA733
B.at.PA36

B.at.PA735

B.at.PA943

B.at.PA370
B.at.PA34
B.at.PA35

LIN 05
LIN 01
LIN 01
LIN 03
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 03
LIN 03
LIN 01
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 01
LIN 01
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03

AF246268, AF246278

AF292604, AF292642

GQ428476, GQ428485
AY 223598, AY223641
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Continuagao da tabela Anexo 1

Bothrops caribbaeus

Bothrops colombiensis

Bothrops isabelae

Bothrops lanceolatus

Bothrops leucurus

PA Biot. - 4831
PERU MgsS - 151
PERU MgsS - 167
PERU MgS - 558
PERU MgsS - 648
PERU MgS - 644
PERU Mgs 2846
PERU Mgs 2847
RO Biot. 4775
Rr coll. IB - 57239
SU MgS - 511
SU MgS - 532
SU MgS - 533
SU WW537

CA WW144

CA WW145

CA WW149

VE MgS 79

VE WW74

VE MgS 763

VE MgS 764

VE MgS 776

VE MgS 777

VE MgS 778

VE MgS 783

VE MgS 785

VE WW79

VE MgS 772

VE MgS 773

CA WW157

BA. Coll - 55175
BA. Coll. - 55282

B.at.PA36
PERU B.PU151
B.at.PU167
B.at.PUS58
B.at.pi.PUG48
B.at.pi.PUG48
B.at.PU2847
B.at.PU2847

RONDONIA
RORAIMA
SURINAME

B.at.RO03
B.at.Rr792
B.at.SU511

B.at.SU532
B.at.SU532
B.at.SU532
B.ca.CA144
B.ca.CA145
B.ca.CA149
B.co.VE73
B.co.VE73
B.co.isVE764
B.co.isVE764
B.co.VE776
B.co.VE777
B.co.VE778
B.co.VE776
B.co.VE785
B.co.isVE764
B.is.VE.772
B.is.VE.773
B.la.CA157
B.le.BA44
B.le.BA44

CARIBE (St. Lucia)

VENEZUELA

VENEZUELA

CARIBE (Martinica)
BAHIA

LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 01
LIN 01
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 07
LIN 07
LIN 07
LIN 02
LIN 02
LIN 02
LIN 02
LIN 02
LIN 02
LIN 02
LIN 02
LIN 02
LIN 02
LIN 02
LIN 02
LIN 07
LIN 01
LIN 01

AF246267, AF246277
AF292598, AF292636

AF292602, AF292640

AF292603, AF292641

AF292599, AF292637
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Continuagao da tabela Anexo 1

Bothrops marajoensis

Bothrops moojeni

BA. Coll - 55363
BA. Coll - 55364
BA. Coll - 55365
BA. Coll - 55366
BA. Coll - 55367

BA Coll - IB 55478
BA Coll - IB 55479
BA Coll - IB 55480
BA Coll - 1B 55481
BA Coll. - IB 55517
BA Coll.- IB 55518
BA Coll.- IB 55519
ES Coll.- IB 55548
BA Coll.- IB 55549
BA Coll.- 1B 55550
ES Coll.- IB 55557
BA Biot. 4620

BA Biot. 4896

BA Biot. 4557

PA MgsS 80

PA Mgs 81

SP 55097 - ww16
SP 55098 - ww17
MT Coll. - 55112
MT Biot. - 4755
MT Biot. - 4756
TO Coll - 55131
MT Biot. - 4827

SP Coll. - IB 55556
SP Coll. - IB 55558
MS Coll. - IB 55501
GO. Mgs - 200

ESPIRITO SANTO
BAHIA

ESPIRITO SANTO
BAHIA
ILHA DE MARAJO
SAO PAULO
MATO GROSSO
TOCANTINS
MATO GROSSO

SAO PAULO
MATO GROSSO

MATO GROSSO DO SUL

GOIAS

B.le.BA67
B.le.BA67
B.le.BA67
B.le.BA67
B.le.BA67
B.le.BA101
B.le.BA.ES102
B.le.BA103
B.le.BA103
B.le.BA105
B.le.BA.ES102
B.le.BA107
B.le.ES117
B.le.BA105
B.le.BA105
B.le.BA.ES102
B.le.BA103
B.le.BA103
B.le.BA103
B.ma.PAS80
B.ma.PAS80
B.mo.SP16
B.mo.SP16
B.mo.MS309
B.moMT29
B.moMT29
B.moTO32
B.moMT43
B.moSP125
B.moMT127
B.mo0.MS131
B.mo.G0200

LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 03
LIN 03
LIN 01
LIN 01
LIN 01
LIN 03
LIN 03
LIN 03
LIN 01
LIN 01
LIN 03
LIN 01
LIN 01

AF246272, AF246279

AF246276, AF246283
AF246271, AF246280
AF246273, AF246284

AF246270, AF246281
AF246274, AF246285
AF246275, AF246286
AF246269, AF246282

AF292605, AF292643

AF200222
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DF. WW201 DF B.mo.DF201 LIN 01 AF292606, AF292644
TO Coll - 56084 TOCANTINS B.moTO300 LIN 03
TO Coll - 56114 B.moTO301 LIN 03
MS Biot. - 4031 MATO GROSSO DO SUL B.mo0.MS309 LIN 01
GO Biot - 3696 GOIAS B.mo0.MS310 LIN 01
SP Coll. 56449 SAO PAULO B.moSP360 LIN 01
SP Coll. 56451 B.moSP362 LIN 01
DF Coll. 56556 DF B.mo.DF372 LIN 01
DF Coll. 56558 B.mo.DF374 LIN 01
TO Coll. 56559 TOCANTINS B.mo.TO.GO375 LIN 03
SP Coll. - 56742 SAO PAULO B.moSP362 LIN 01
SP Coll. - 56743 B.moSP362 LIN 01
SP Coll. - 56744 B.moSP362 LIN 01
GO Coll. -56653 GOIAS B.mo.TO.GO375  LIN 03
GO Coll. - 56656 B.mo0.G0O401 LIN 03
GO Coll. - 56658 B.mo.G0403 LIN 03
GO Coll. - 56662 B.mo.GO407 LIN 03
GO Coll. - 56663 B.mo.GO407 LIN 03
MT Biot. 4988 MATO GROSSO B.mo.MT905 LIN 03
Bothrops sp. PERU MgS - 2478 PERU B.PU2478 LIN 01
Bothrops punctatus FHGO coll 2452 EQUADOR B.puEC.1014 Outgroup AF292594, AF292632
Bothrops barnetti PERU MgS 2060 PERU B.ba.PU2060 Outgroup
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Anexo 2. Filogenia do grupo B. atrox obtida pela analise de 95 hapl6tipos mitocondriais com 1.410 pb (716 do CitB e 694 do ND4) pelo método
de Inferéncia Bayesiana. As principais linhagens foram identificadas por cores.
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