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RESUMO

A diversidade das serpentes ¢ ampla, com aproximadamente trés mil espécies
descritas. Esta diversidade é agrupada, tanto por evidéncias morfoldgicas como moleculares,
em dois clados: Alethinophidia (~2660 espécies) e Scolecophidia (~400 espécies).
Comparativamente aos Alethinophidia, poucos estudos foram realizados até o momento com
Scolecophidia, estudos estes dificultados tanto pelos habitos furtivos como pela raridade
destas serpentes. O clado Scolecophidia é reconhecido por agrupar serpentes pequenas, com
olhos vestigiais e habito subterrdneo. Atualmente sdo reconhecidas cinco familias:
Anomalepididae, Gerrhopilidae, Leptotyphlopidae, Xenotyphlopidade e Typhlopidae. A
familia Typhlopidae possui ampla distribui¢do, ocorrendo em todos os continentes incluindo
diversas formagoes insulares. Dos cinco géneros que compdem a familia, o genéro Typhlops é
0 mais especioso, com aproximadamente 145 espécies descritas que ocupam uma variedade
de habitats, desde desertos até florestas tropicais. Na América do Sul sdo reconhecidas oito
espécies, sendo Typhlops brongersmianus a espécie que apresenta a maior distribuigdo,
ocorrendo em diversos dominios morfoclimaticos. Em geral, vertebrados com estilo de vida
subterraneo sdo de dificil observacdao, e muitos aspectos de sua biologia evolutiva s3o mal
compreendidos, incluindo o modo prevalente de especiagdo e os padrdes de diversificagdo,
bem como a estrutura geografica da variabilidade genética e morfologica. Sendo assim, este
trabalho visa dirimir estas lacunas tendo por objetivo estudar os padrdes filogeograficos e
demograficos, tentando contribuir para a elucidagdo da historia evolutiva e taxondmica de 7.
brongersmianus bem como compreender as relagdes filogenéticas desta espécie com outras
congéneres que ocorrem em simpatria na América do Sul. Para isso, foi realizada uma extensa
analise de revisdo morfologica através de um levantamento dos caracteres meristicos e
morfométricos, totalizando em 317 exemplares examinados do género Typhlops, dos quais
219 espécimes sdo de 7. brongersmianus, 39 de T. paucisquamus, 25 de T. reticulatus, 18 de
T. minuisquamus, nove de T. amoipira e sete de T. yonenagae. Para as analises moleculares
foram sequenciados os genes que codificam para o Citocromo b (Cyt b) e Citocromo Oxidase
I (Col) do DNA mitocondrial para respectivamente, 39 e 49 amostras de T. brongersmianus,
totalizando em 1390 pares de bases analisados. Para inferir a coesdo da variabilidade
intraespecifica e as relagcdes filogenéticas das espécies que ocorrem em simpatria com 7.

brongersmianus foram também sequenciadas amostras de 7. reticulatus, T. yonenagae, T.



amoipira, T. minuisquamus, T. paucisquamus e T. lumbricalis. Através de uma analise
comparativa da variagdo foi possivel separar T. brongersmianus das outras espécies por um
conjunto de caracteristicas morfologicas bem definidas. Como demostram os resultados do
presente estudo as relagdes filogenéticas sdo bem resolvidas, e 7. brongersmianus tem como
grupo irmao as espécies de Typhlops que ocorrem no nordeste do Brasil. As populagdes
morfologicas reconhecidas por Dixon e Hendrix (1979) e as populacdes delineadas através da
informacdo molecular, apresentam uma grande sobreposi¢do de caracteres fenotipicos e
conclui-se que apesar de uma tendéncia de diferenciacdo morfoldgica entre as populagdes
orientais e ocidentais, 7. brongersmianus nao apresenta morfotipos geograficos evidentes.
Entretanto, a diversidade genética de 7. brongersmianus ¢é alta, apresentando 29 e 25
haplotipos para Col e Cyth, respectivamente. Fatores morfoclimaticos e hidrograficos
aparentam nao representar barreiras para o fluxo génico da espécie. Os resultados obtidos
pelos testes de neutralidade e analises de mismatch distribution sugerem que T.
brongersmianus sofreu uma moderada reducdo populacional, sem a perda de todas as
linhagens mitocondriais. O teste de Mantel, que estima a correlagdo entre a distancia genética
e geografica, sugere uma diferenciagdo através de isolamento por distancia, o qual somado a
redugdo populacional poderia explicar o padrio de baixa variabilidade local e alta
estruturagdo geografica. Esta baixa variabilidade local em conjunto com o limitado fluxo
génico representa o cenario esperado para espécies com habito fossorial, devido a baixa
vagilidade desses organismos. Sendo assim, a estruturacdo genética de 7. brongersmianus
pode ser o resultado da combinagdo de um pequeno tamanho populacional e de uma limitada

capacidade de dispersao.

Palavras Chave: Scolecophidia, Typhlops brongersmianus, filogeografia, filogenia,

Taxonomia.



ABSTRACT

The diversity of snakes is vast, with approximately three thousand described species.
This diversity is grouped by both morphological and molecular evidence, in two clades:
Alethinophidia (~2660 species) and Scolecophidia (~400 species). Compared to
Alethinophidia, few studies have been conducted so far with Scolecophidia, these studies
hampered both by furtive habits as the rarity of these snakes. The clade Scolecophidia group
is recognized by small snakes with vestigial eyes and subterranean. Currently, five families
are recognized: Anomalepididae, Gerrhopilidae, Leptotyphlopidae, and Xenotyphlopidade
Typhlopidae. The family Typhlopidae has a wide distribution, occurring in all continents
including several island formations. Of the five genera in the family, the genre is the most
specious Typhlops, with about 145 described species that occupy a variety of habitats, from
deserts to tropical rainforests. In South America are recognized eight species, Typhlops
brongersmianus the species with the widest distribution, occurring in various areas
morphoclimatic. In general, vertebrates with underground lifestyle are difficult to observe,
and many aspects of their evolutionary biology are poorly understood, including the prevalent
mode of speciation and diversification patterns and the geographical structure of genetic and
morphological variability. Thus, this study aims to resolve these shortcomings have been
studying the phylogeographic and demographic patterns, trying to contribute to the
elucidation of evolutionary history and taxonomic 7. brongersmianus well as understand the
phylogenetic relationships of this species with other congeners that occur in sympatry in
South America To do this, we performed an extensive analysis of morphological revision
through a survey of meristic and morphometric characters, totaling 317 specimens examined
in the genus Typhlops , of which 219 are specimens of 7. brongersmianus, 39 T.
paucisquamus, 25 T. reticulatus, 18 T. minuisquamus, nine T. amoipira and seven of T.
yonenagae. For the molecular analysis were sequenced genes coding for cytochrome b (Cyt b)
and cytochrome oxidase I (COI) mitochondrial DNA for respectively 39 and 49 samples of 7.
brongersmianus, totaling 1390 base pairs analyzed. To infer the cohesion of intraspecific
variability and phylogenetic relationships of the species occurring in sympatry with T.
brongersmianus were also sequenced samples of 7. reticulatus, T. yonenagae, T. amoipira, T.
minuisquamus, T. paucisquamus and T. [umbricalis. Through a comparative analysis of
variance was possible to separate 7. brongersmianus other species by a set of well defined
morphological characteristics. As demonstrate the results of this study the phylogenetic

relationships are well resolved, and 7. brongersmianus has a sister group of Typhlops species
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occurring in northeastern Brazil. Morphological populations recognized by Dixon and
Hendrix (1979) and populations delineated by molecular information, have a large overlap of
phenotypic traits and concluded that despite a trend of morphological differentiation between
the eastern and western populations, 7. brongersmianus shows no obvious geographic
morphotypes. However, the genetic diversity of 7. brongersmianus is high, with 29 and 25 to
Col and Cytb haplotypes, respectively. Morphoclimatic and hydrographic factors do not
appear to represent barriers to gene flow species. The result from the neutrality tests and
mismatch distribution analysis suggests that 7. brongersmianus suffered a moderate
population reduction, without the loss of all mitochondrial linages. The Mantel test, which
estimates the correlation between genetic and geographic distance, suggests a differentiation
through isolation by distance, which coupled with the population reduction could explain the
pattern of low variability and high local geographic structure. This low local variability in
conjunction with the limited gene flow is the expected scenario for species with fossorial
habits, due to low vagile these organisms. Thus, the genetic structure of T. brongersmianus
may be the result of a combination of small population size and limited dispersal
ability. Keywords: Scolecophidia, Typhlops brongersmianus, Phylogeography, Phylogeny,

Taxonomy.
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1-INTRODUCAO

A Infraordem Scolecophidia é composta por serpentes pequenas, de 100 a 1000 mm,
com olhos vestigiais cobertos por escamas cefalicas (Tipton, 2005). Possuem escamas lisas e
redondas que sd3o de forma e tamanho uniformes, cobrindo o corpo cilindrico e delgado. O
grupo tradicionalmente inclui trés familias com representantes atuais, sendo elas:
Anomalepididae, Leptotyphlopidae e Typhlopidae. Todas possuem habito fossorial e sdo
encontradas nos cinco continentes ¢ em diversas formag¢des insulares, como Caribe, Ilhas

Salomao, Arquipélago de Bismarck, Arquipélago de Ryukyu, entre outras (Tipton, 2005).

A grande maioria dos autores que estudaram a infraordem Scolecophidia do ponto de
vista morfologico encontraram fortes evidéncias sustentando seu monofiletismo, como
caracteres das estruturas oOsseas ¢ anatomia visceral (Haas,1930a, 1964, 1968; Bellairs e
Underwood, 1951; List, 1966; Underwood, 1967; Rieppel, 1979a,1979b,1979¢, 1988; Estes et
al., 1988; Cundall et al., 1993; Wallach, 1998; Tchernov et al., 2000; Lee e Scanlon, 2002;
Apesteguia e Zaher, 2006), com a notavel exce¢do de McDowell e Bogert (1954) que
sugeriram uma origem polifilética para o grupo. Entretanto, McDowell (1987) reconsiderou
sua posicdo diante do conjunto de evidéncias favoraveis ao monofilestismo publicadas
posteriormente ao seu trabalho. Mais recentemente, estudos moleculares t€ém apresentado
resultados discrepantes a este respeito, sugerindo ora que as trés familias formam um unico
clado, tendo Leptotyphlopidae como grupo irmdo do clado formado por Anomalepididae e
Typhlopidae (Vidal e Hedges, 2002a), ora que o grupo representa uma irradiagdo parafilética
com uma linhagem formada pelas familias Typhlopidae e Leptotyphlopidae e outra pela

familia Anomalepididae (Heise et al., 1995).

Com aproximadamente 400 espécies conhecidas, diversas mudangas taxonOmicas
foram realizadas nos Scolecophidia, e recentemente a taxonomia do grupo foi alterada, sendo
a diversidade de espécies agrupada em cinco familias: Anomalepididae, Gerrhopilidae,
Leptotyphlopidae, Typhlopidae e Xenotyphlopidade (Vidal et al. 2010; Adalsteinsson
et.al.,2009)

Dentro dos scolecophidia a familia Typhlopidae ¢ a que apresenta a maior
distribuicdo, sendo composta por seis géneros contendo mais de 265 espécies (McDiarmid et
al., 1999). Essa familia caracteriza-se por apresentar dentes maxilares, dentario reduzido sem
dentes e vestigios de cintura pélvica reduzida a um par de isquios (List 1966; Lee e Scanlon

2000). Typhlopidae é pantropical, ocorrendo na Africa, Madagascar, Sul da Europa, Sul da
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Asia, Australia, Américas e Oeste da India (Zug et al,1993). O tamanho corporal dos
representantes da familia varia de 140 mm (Rhamphotyphlops braminus) a 600 mm
(Rhinotyphlops schlegeli). Ocupam uma grande variedade de habitats, desde desertos a
florestas imidas, construindo tineis ou galerias no solo, alimentando-se principalmente de

larvas e pupas de formigas e cupins (Tipton, 2005).

Recentemente, Vidal et al. (2010), com base em dados moleculares, elevaram a
familia Typhlopidae a superfamilia Typhlopoidea, sendo esta formada por trés familias:
Gerrhopilidae, Xenotyphlopidae, ¢ Typhlopidae, sendo esta ultima redefinida. A familia
Typhlopidae apresentou quatro clados biogeograficamente coesos: o clado eurasiatico
(incluindo a irradiacdo australiana), o africano, o de Madagascar e o Sul-Americano +

Antilhas.

Dos cinco géneros que compdem a familia, o género Typhlops € o mais especioso,
contando atualmente com mais de 145 espécies. Vidal et. al. (2010) publicaram a filogenia do
género Typhlops, porém apenas duas espécies da América do Sul estdo representadas em seu
trabalho. Para este continente sdo conhecidas oito espécies (Roux, 1926; Richmond, 1965;
Rodrigues e Junca, 2002; Rodrigues, 1991d; Vanzolini, 1972; Dixon e Hendricks, 1979).
Entre elas, cinco apresentam distribuigdo restrita: 7. lehneri e T. trinitatus que ocorrem na
Venezuela e na ilha de Trinidad, respectivamente. 7. yonenagae, T. amoipira e T.
paucisquamus ocorrem somente no Brasil. A primeira e a segunda espécie estdo associadas as
dunas do Rio Sdo Francisco, no estado da Bahia, enquanto a ultima foi descrita baseada

somente em dois exemplares provenientes do estado de Pernambuco.

Entretanto, trés das oito espécies que ocorrem na América do Sul possuem ampla
distribui¢do. A primeira espécie ¢ 7. minuisquamus que ocorre em toda a Bacia Amazonica,
na por¢do oeste, desde Iquitos no Peru; a leste, passando por Manaus; ao norte, préximo a
Maroa na Venezuela e também ao longo de todo o escudo das Guianas. Diferencia-se das
demais por possuir uma reducdo acentuadadas escamas ao redor do corpo (20/20/18,
18/18/14, 18/18/12). As outras duas espécies sdao Typhlops reticulatus e Typhlops

brongersmianus, cuja distribui¢do abrange mais de um bioma Sul-Americano.

Vanzolini (1972) descreveu 7. brongersmianus distinguindo-a de T. reticulatus,
ressaltando que as principais diferencas entre as duas espécies recaem sobre o padrdo de
coloragdo ¢ niimero de escamas dorsais (Figura 1). Apesar da aparente semelhanga entre 7.
reticulatus e T. brongersmianus, a primeira ¢ relativamente maior, possui um comprimento

maximo de 522 mm e um minimo de 115 mm e difere de todas as formas ocidentais de
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Typhlops pela presenca de sete a nove espinhos na face ndo sulcada do hemipénis (Dixon e
Hendrix, 1979). O dorso é marrom profundamente acinzentado, com diversas listras escuras
indistintas, o ventre e a ponta da cauda sdo creme amarelado. A por¢do dorsal da cabega, na
regido nasal, possui coloragdo creme (cada escama possui as margens amareladas), e
posteriormente aos olhos, as escamas possuem uma coloragdo marrom profundamente
acinzentado (Martins. e Oliveira, 1999). Apresentando sua distribui¢do na por¢do Cisandina

da América do Sul, entre 12° Norte e 14° Sul de latitude (Dixon e Hendricks, 1979).

A espécie T. brongersmianus foi descrita usando como holdtipo um individuo do
municipio de Ilhéus, Bahia e como caracteres diagnosticos Vanzolini (1972) citou a sutura
internasal incompleta, a presenga de 20 fileiras de escamas no meio do corpo, 216 escamas
dorsais e um padrdo de coloragdo dorsal com fileiras de manchas escuras sob um fundo
marrom claro. Neste trabalho, o autor também salienta que 7. brongersmianus possui a cabeca

arredondada, sem incisdo profunda de suturas, tendo um corpo robusto.

Na descrigdo de T. brongersmianus, Vanzolini (1972) ressalta que o comprimento
rostro-cloacal é de 207 mm, o da cauda é de 7 mm e o tamanho do didmetro do meio do corpo
¢ de 9 mm. A coloracdo dorsal do corpo ¢ amarronzada, com linhas pigmentadas na cor
marrom, marrom amarelada ou marrom avermelhada sobre um fundo mais claro. O pigmento
das escamas dorsais ¢ frequentemente concentrado no centro das mesmas, mas
ocasionalmente difuso, tendendo a aparecer manchados, reticulados ou revestidos, enquanto a
escama rostral possui uma linha vertical caracteristica na cor castanha mais escura. Typhlops
brongersmianus apresenta sua distribui¢do na por¢ao Cisandina da América do Sul (Figura 2),
entre 11° norte e 35° sul (Dixon e Hendricks, 1979), sendo uma espécie amplamente
distribuida na América do Sul, ocorrendo em quase todos os habitats. Typhlops
brongersmianus ¢ largamente simpatrica com 7. reficulatus na Amazonia e com T.

paucisquamus, T. amoipira e T. yonenagae na regiado nordeste do Brasil.

Dentro da diversidade de T. brongersmianus, o nimero total de escamas dorsais é o
carater mais 0bvio que indica variagdo intra e interpopulacional. No entanto, ha suspeitas de
que exista um consideravel dimorfismo sexual neste carater. Roux-Estéve (1975) encontrou
variacdo significativa entre os sexos em algumas espécies africanas de Typhlops onde as
fémeas sempre apresentam contagem de escamas mais elevadas. Dixon e Hendricks (1979)
estudando tiflopideos Neotropicais chegaram a conclusdes semelhantes as de Roux-Estéve
(1975), porém o dimorfismo sexual ndo foi avaliado, devido a dificuldade para sexar parte dos

exemplares analisados.
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As andlises baseadas em numero de escamas de Dixon e Hendricks (1979) sugerem a
existéncia de duas populacdes geograficas de 7. brongersmianus. Uma populacdo ¢
representada pelos individuos do Peru, Bolivia, Brasil central, Paraguai ¢ Argentina que
mostraram um aumento no nimero de dorsais do noroeste ao sudeste. A segunda populacao ¢
caracterizada por ter um niimero menor de dorsais e € representada por amostras de Trinidad,
Venezuela, Guiana, Suriname, nordeste e leste do Brasil distribuindo-se pela costa até o
estado do Rio Grande do Sul. Entretanto, os autores também sugerem que poderia existir uma
terceira populacdo na bacia do Rio Parana, pois tendem a ter o maior nimero de dorsais
registrados para toda a espécie. Contudo, essa populagdo possuiu um viés amostral neste
estudo, com maior nimero de fémeas do que de machos. Por esse motivo, os autores
classificaram estes individuos como parte da populacdo ocidental. Segundo Dixon e Hendrix
(1979) ndo héa sobreposicdo nos intervalos da contagem de escamas dorsais entre as
populagdes orientais e ocidentais, mas ha individuos que se encontram nas zonas
intermedidrias sugerindo um contato entre as populagdes e a possibilidade de fluxo génico
entre elas. No entanto, relagdes intraespecificas, como estruturagdo populacional e fluxo
génico, sdo de dificil avaliagdo do ponto de vista morfologico, pois na maioria das vezes
existe pouco polimorfismo dentro da espécie ou esse polimorfismo ndo possui

correspondéncia com a variabilidade genética (Bickford et al., 2006).

Condigdes ambientais extremas podem impor estabilizagdo sobre caracteristicas
fenotipicas. Por exemplo: sd3o encontradas muitas espécies cripticas em tundras no artico e nas
profundezas aquaticas, as quais ndo se diferenciam morfologicamente (Vrijenhoek et al.,
1994; Grundt et al.,2006). Um caso emblematico ¢ apresentado pelo estudo de Lefébure et al.
(2006) sobre o anfipoda subterrdneo Niphargus virei. Este crustdceo ocupa habitats marcados
por completa falta de luz, que sofrem longos periodos de anoxia e escassez de alimento
(Malard e Hervant, 1999; Hiippop, 2000). Nas analises moleculares N. virei apresentou trés
clados altamente divergentes (mais de 13 milhdes de anos de divergéncia), contudo, as
caracteristicas morfologicas analisadas ndo indicam nenhuma variagdo na forma entre os
individuos pertencentes aos diferentes clados. Estes resultados reforcam a idéia de que
espécies fossoriais provavelmente apresentam restrigdes seletivas para adaptagdo a vida

subterranea, as quais certamente limitam os polimorfismos (Nevo, 1979).

Tendo isto em vista, estudos com variabilidade genética sdo imprescindiveis para
avaliar e inferir hipoteses sobre a estruturagdo populacional. Vertebrados com estilo de vida

subterraneo sdo de dificil observagdo e devido a isso, muitos aspectos de sua biologia
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evolutiva tais como, modos prevalentes de especiagdo e padrdes de diversificagdo sao mal
compreendidos. Embora linhagens genéticas de animais fossoriais sejam encontradas em
répteis a maioria dos estudos ¢ centrada em mamiferos (e.g. Nevo, 1979; Nevo et al., 1982;
Patton e Sherwood, 1983; Reig et al., 1990; Lacey et al, 2000; Cutrera et al., 2005,
Fernandez-Stolz et al., 2007; Gongalves e Freitas, 2009).

Estudos focados em roedores fossoriais tém mostrado que os modos de especiagdo sdo
altamente diversificados em taxons subterraneos, variando entre a rapida e quase simpatrica
especiagdo cromossomica (Reig et al, 1990; Massarini et al.,, 2002), até a especiagdo

alopatrica, por isolamento geografico (Daly e Patton, 1990; Steinberg e Patton, 2000).

Frequentemente, ao nivel populacional, a diversificacdo genética corresponde a
estruturagdo geografica, como em pequenos roedores dos géneros Ctenomys e Tomomys (Daly
e Patton, 1990; Cutrera et al., 2005). Esses roedores parecem geralmente obedecer a padroes
filogeograficos esperados para pequenos mamiferos com capacidade limitada de disperséo,

assim como porcos-espinhos e musaranhos (Taberlet ez al., 1998; Hewitt, 2000).

Os rios também podem servir como barreiras ao fluxo génico para espécies fossoriais,
e podem ser responsaveis pela especiagdo e estruturacdo genética das mesmass. Uma espécie
de mamifero fossorial da familia Soricidae, Blarina brevicauda, que ocorre na América do
Norte apresenta dois clados bem diferenciados, separados pelo rio Mississipi, sendo que a
populagdo oriental apresenta ainda uma subdivisdo entre duas subpopulacdes. Essa
diferenciagdo é causada por fluxo génico restrito e isolamento por distancia, devido a baixa

vagilidade (Brant e Orti, 2003).

Estudos focados em anfibios de galerias e semi-subterraneas (Bezy ef al., 1977; Pearse
e Pogson, 2000) demonstram um sinal filogeografico geralmente forte nesses grupos.
Contudo a generalizagdo dessas descobertas para taxons verdadeiramente subterraneos, como
as serpentes do género Typhlops, ndo é simples. As serpentes fossoriais possuem visdo
limitada e seu senso de dire¢do ¢ auxiliado pelos quimiorreceptores. Em espécies como
Leptotyphlops dulcis, Typhlops pusillus € Ramphotyphlops nigrescens (Webb e Shine, 1992;
Gehlbach et.al., 1971) descobriu-se, através de experimentos realizados em laboratdrio, que
essas serpentes seguem os rastros deixados por suas presas, sugerindo que possuem um
comportamento de orientagdo pelo olfato. Sendo assim, o papel da comunica¢do quimica
(Zenuto et al.. 2004) junto com as adaptagdes da vida subterranea poderiam impor restrigdes

aos padrdes de colonizagdo e processo de isolamento geografico e diferenciagdo.
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Em répteis fossoriais um recente estudo realizado na Florida com Rhineura floridiana,
mostrou fortes indicios de estruturacao genética (Mulvaney et al., 2005) possivelmente devido
a limitada capacidade de dispersdo, que pode influenciar na estruturagdo populacional das
espécies fossoriais. Outro estudo realizado com o lagarto fossorial endémico da California,
Anniella pulchra, revelou cinco linhagens ndo conhecidas e algumas delas sdo restritas a
regido central da Califérnia, mostrando que essas linhagens sdo, ou foram historicamente
independentes (Parham e Papenfuss, 2009). Apesar desses exemplos e dos estudos sobre a
variacdo morfologica da fauna psamofilia de répteis do vale do Rio Sdo Francisco (Rodrigues,
1996 e 2002), poucas analises filogeograficas foram realizadas com répteis fossoriais até o

momento.

Por outro lado, a diversidade de espécies no continente Sul-Americano vem sendo
continuamente estudada na tentativa de compreender os padrdes filogeograficos e origens das
espécies atuais (Eizirik et al. 1998; Lara e Patton 2000; Puorto et al., 2001; Costa, 2003;
Ribas e Miaky 2004). Atualmente, existem numerosas hipoteses para a formacdo dessa
diversidade (Moritz ef al., 2000). Diversas quebras no fluxo génico entre populagdes t€m sido
descritas para varias espécies, estando estas quebras associadas ou ndo a barreiras geograficas.
Uma das quebras mais recorrentes ¢ aquela identificada na por¢do central do Dominio da
Mata Atlantica, localizada na area que corresponde ao curso do Rio Doce (Pellegrino ef al.,
2005; Cabanne et al, 2007, Costa, 2003). Outros padrdoes de quebras em linhagens
filogeograficas sao identificados na regido Sudeste (Grazziotin et al., 2006; Tchaicka et al.,
2007; Thomé et al., 2010) e Nordeste (Carnaval 2002; Carnaval e Bates 2007) da Mata

Atlantica.

Em resumo, excluindo alguns mamiferos, existe pouca informacdo sobre os modos de
especiagdo e os padrdes filogeograficos para outros grupos de animais fossoriais, sendo esta
informacao muito limitada para linhagens de répteis fossoriais. Desta forma, estudos focando
serpentes fossoriais se fazem estritamente necessarios para uma compreensao mais ampla dos

processos que criaram a biodiversidade neotropical.

Considerando as diferengas morfologicas entre as populagdes de 7. brongersmianus ¢
sua distribui¢do, que abrange diversas areas com putativas barreiras ao fluxo génico
(previamente identificadas para outros organismos), este trabalho teve como objetivo utilizar
as técnicas moleculares aliadas a morfologia para compreender os padrdes e processos

evolutivos que moldaram a diversidade desta espécie, bem como inferir o posicionamento
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filogenético da mesma, redefinindo a taxonomia associada ao grupo de espécies que T.

brongersmianus pertence.



19

2.0BJETIVOS




20

2-OBJETIVOS

O presente trabalho visa inferir os padroes e processos evolutivos em 7.
brongersmianus com énfase na variabilidade de dois genes mitocondriais e da variabilidade

morfologica.
Em vista do acima exposto, os objetivos pontuais do presente trabalho sdo:

1 — Com base nos caracteres morfologicos e moleculares, compreender as relagdes
filogenéticas e o status taxondmico das espécies que ocorrem na América do Sul em simpatria

com 1. brongersmianus,

2 — Analisar a variabilidade genética e morfologica na espécie visando confrontar os
resultados moleculares e morfoloégicos com as populagdes morfologicamente descritas por

Dixon e Hendricks (1979) e as populagdes encontradas nas analises moleculares;

3 — Identificar possiveis barreiras ao fluxo génico comparando populacdes separadas
por barreiras geograficas putativas (rios, dominios morfoclimaticos e areas de ocorréncia nao

registrada).
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3-MATERIAL E METODOS

3.1- ANALISES MORFOLOGICAS

3.1.1- Exemplares analisados

Foram analisados 317 espécimes identificados como pertencentes ao género Typhlops,
sendo 219 espécimes de 7. brongersmianus, 39 de T. paucisquamus, 25 de T. reticulatus, 18
de T. minuisquamus, nove de T. amoipira e sete de T. yonenagae. Os exemplares examinados
e seus numeros de tombo encontram-se no Anexo I. Todos os exemplares apresentam dados
de procedéncia, totalizando 95 localidades mapeadas (Figura 3). O levantamento das
coordenadas geograficas foi feito através do site do Centro de Referéncia em Informagéo
Ambiental (CRIA, disponivel em http://splink.cria.org.br/) e do software Google Earth. Para a
confeccdo dos mapas as localidades foram georreferenciados e os mapas gerados pelo
software DIVA-GIS (Hijmans et al., 2002). As coordenadas geograficas encontram-se na
Tabela 1. Os espécimes examinados estdo depositados nas seguintes Institui¢des, seguidas dos

seus acronimos:
Instituto Butantan, Sdo Paulo, SP (IBSP)
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Manaus, AM (INPA)
Museu de Ciéncias e Tecnologia da PUC-RS, Porto Alegre, RS (MCT-PUCRS)
Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, SP (MZUSP)
Museu de Zoologia/Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP (ZUEC-REP)
Museu Nacional do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ (MNRJ)
Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém, PA (MPEG)
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB (UFPB)

Museu de Zoologia Jodo Moojen. Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG
(MZUFV)

Universidade Federal do Maranhdo, Sdo Luis, MA (UFMA)



Universidade Federal do Mato Grosso, Cuiaba, MT (UFMT)
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3.1.2- Caracteres Estudados

Caracteres Morfométricos:

. Comprimento Rostro-Cloacal (SVL): Tomado com régua graduada com
precisdo de 1 mm desde a escama rostral até a cloaca. O comprimento foi tomado de forma

indireta, utilizando uma linha estendida ao longo do dorso, posteriormente medida com régua.

. Comprimento da Cauda (TL): Foi medido com paquimetro digital desde a

borda da cloaca até a ponta do espinho caudal.

Caracteres Meristicos:

. Numero de Escamas Supralabiais (SL): as escamas supralabiais sdo as escamas
que formam a borda superior da boca. Esta contagem representa, para cada um dos lados da
cabeca, o numero total escamas a partir da 1° escama imediatamente posterior a rostral (1°

supralabial), até o a ultima escama situada no limite superior do canto da boca.

. Numero de Escamas Infralabiais (IL): as escamas infralabiais sdo as escamas
que formam a borda inferior da boca. Registrou-se o numero total de infralabiais através da
contagem desde a primeira escama imediatamente posterior a sinfisal (1° infralabial), até o a

ultima escama situada no limite inferior do canto da boca.

. Numero de Escamas Ventrais (V): Foi registrado o numero total de escamas
ventrais, através da contagem, desde a primeira escama posterior a sifisial até a escama

cloacal.

. Numero de escamas Dorsais (D): Foi registrado o nimero total de escamas

dorsais, contadas a partir da borda inferior da escama rostral até a altura da escama cloacal.

. Numero de escamas Subcaudais (SC): Conta-se o numero total de escamas

desde a borda posterior da escama cloacal até a ponto do espinho caudal.

° Numero de fileiras de escamas ao redor do corpo (ERC): As escamas ao redor
do corpo organizam-se em fileiras uniformes. Registrou-se aqui o ntimero de fileiras de
escamas dorsais nas regides anterior (na altura da 20" escama dorsal), mediana do corpo e
posterior (na altura da 10* escama ventral contada de tras para frente, a partir da escama

cloacal) do corpo.
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3.1.3-Analises Estatisticas

As andlises estatisticas tiveram como objetivo detectar a variacdo intra-especifica em
T. brongersmianus, bem como testar se os caracteres aqui analisados corroboram as hipdteses
taxondmicas previamente reconhecidas para as espécies que ocorrem na América do Sul para
o género Typhlops. Para analisar a variac@o interespecifica e intra-especifica foram utilizados

os caracteres meristicos € morfométricos descritos acima.

Para realizar as andlises estatisticas, o primeiro passo foi testar os pressupostos de
normalidade e homoscedasticidade. Estes foram verificados através do teste Shapiro-Wilk e
Levene, respectivamente. Numa segunda etapa, para avaliar o dimorfismo sexual das
variaveis que apresentaram uma distribuicdo normal, foi utilizada a Andlise de Covariancia
(ANCOVA). A ANCOVA ¢ usada para testar efeitos principais e de interagdes de variaveis
categoricas sobre uma variavel dependente continua, mediante o controle dos efeitos de outras
variaveis continuas (covariaveis) sobre a variavel dependente. Para as variaveis que ndo
apresentaram distribui¢do normal foram utilizadas Analises de Varidncia ndo-paramétrica
(ANOVAnp) que visa fundamentalmente verificar se existe uma diferenga significativa entre
as médias de diferentes amostras ou populagdes (Anderson, 2001). Além disso, as andlises
descritivas tradicionais dos dados também foram realizadas (Sokal e Rohlf 1995; Zar, 1999).
Quando detectado dimorfismo sexual, os machos e fémeas foram considerados separadamente
nas analises estatisticas no intuito de evitar qualquer viés oriundo de diferengas morfologicas

entre sexos.

A Analise Multivariada de Varidncia ndo-paramétrica (MANOVAnp) também foi
realizada. Esta andlise possibilita que diversas varidveis sejam analisadas conjuntamente,
extraindo uma estatistica pseudo-F (similar ao F de Fisher) baseado nas distancias entre as
observagdes (Anderson, 2001). Para a presente analise, as varidveis foram centralizadas
(subtraindo a média do valor de cada observagao) e normalizadas (dividindo o valor de cada
observagdo pelo desvio padrio da variavel), A MANOVAnp foi entdo realizada sobre a
distancia euclidiana entre as observagdes no morfoespaco resultante, e o valor de significancia
p foi estimado através de 10000 permutagdes, e avaliados no nivel de alfa=0.05.

Foram testados dois conjuntos de dados para verificar a variagdo intraespecifica.
Primeiramente, foram testadas as duas populacdes (leste e oeste) sugeridas por Dixon e
Hendrix (1979). Sendo assim, os testes visaram verificar a existéncia de diferengas
significativas entre essas duas populagdes. Da mesma forma, o segundo conjunto de dados

visou verificar se os agrupamentos formados pelas analises moleculares sdo concordantes com
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a morfologia. Para isso, o segundo conjunto de dados foi formado de acordo com a Analise
Espacial de Variancia Molecular (SAMOVA; ver abaixo).

Para verificar a variagdo interespecifica, também foram testadas as unidades
taxondmicas previamente conhecidas dentro do género, para isso foram utilizados
agrupamentos representados por outras espécies de Typhlops que ocorrem em simpatria com
T. brongersmianus na América do Sul. Os resultados auxiliaram a compreender os padrdes de
distribui¢do dos caracteres nas diferentes espécies. Para isso, foram utilizadas as seguintes
espécies: T. amoipira, T, yonenagae, T. reticulatus, T. minuisquamus ¢ T. paucisquamus. Esta
ultima foi separada em dois grupos, um com os individuos provenientes de Areia/PB, que
possuem contagens de dorsais e ventrais notadamente maiores. O outro grupo apresenta os
individuos das demais localidades que possui contagens de dorsais e ventrais
comparativamente menores. A diferenca entre os grupos foi avaliada através da MANOV Anp,

como descrido acima.
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3.2-ANALISES MOLECULARES

3.2.1- Escolha dos genes e das amostras

Para as analises filogeograficas e filogenéticas foram sequenciados os genes que
codificam para Citocromo b (Cytb) e Citocromo Oxidase I (Col) do DNA mitocondrial de T.
brongersmianus ao longo de sua distribuigdo. As amostras biologicas (tecidos de figado)
foram retiradas do animal logo apos seu sacrificio, conservadas em Etanol 96% e mantidas a -

20 °C de refrigeragao.

As amostras sequenciadas de 7. brongersmianus do Brasil sdo provenientes de
localidades situadas nos estados de Minas Gerais, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Alagoas, Ceard, Espirito Santo, Maranhdo, Piaui, S3o Paulo ¢ Tocantins. Também foram
sequenciadas amostras provenientes da Argentina e Guiana, totalizando em 49 e 39 amostras

de T. brongersmianus sequenciadas para os genes Col e Cytb, respectivamente.

Para inferir a coesdao da variabilidade intra-especifica e as relacdes filogenéticas das
espécies que ocorrem em simpatria com 1. brongersmianus foram sequenciadas quatro
amostras de T. reticulatus, uma amostra de 7. yonenagae, duas amostras de 7. amoipira, trés
amostras de 7. minuisquamus, trés amostras de 7. paucisquamus, e uma amostra de 7.
lumbricalis. Foram também adicionadas as andlises sequéncias do Genbank de Typhlops
reticulatus, Gerrhopilus mirus, T. platycephalus e, como grupo externo uma espécie da
familia Leptotyphlopidae, Rena humilis. Os numeros de acessos do Genbank encontram-se na
Tabela 2. Todas as amostras sequenciadas também foram georreferenciadas, e suas
coordenadas encontram-se na Tabela 3. Os mapas foram gerados pelo software DIVA-GIS
(Hijmans et. al., 2002) (Figura 4). As amostras sequenciadas e seus respectivos vouchers

encontram-se listadas na Tabela 4

3.2.2- Extracao de DNA

Todas as amostras foram extraidas de figado e a extracdo foi realizada pelo método
padrido de extragdo de DNA de tecido animal utilizando Proteinase K, como descrito por

Hillis et. al., 1996.

Para 10mg do tecido foram adicionados 500ul do tampao STE (100m M NaCl; 50 mM
Tris-HCL, pH 8,0; 1 mM EDTA), 25 pl de proteinase K (10mg/ml) e 75 pl de SDS 10%. A
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mistura foi agitada e incubada por 2 horas a 55°C. Um volume igual de cloroférmio:fenol
(1:1) foi adicionado e, apds agitacdo cuidadosa, a mistura foi centrifugada por 15 minutos a
14000rpm. O sobrenadante foi recolhido e a este se adicionou 1 volume de cloroférmio:alcool
iso-amilico (24:1). Apo6s os passos de agitacdo e centrifugagdo que seguem a
desproteinizag¢do, o DNA foi precipitado com 1 volume de Isopropanol, pré-resfriado a 20° C,
e ressuspendido em 50 pl de HO milliQ. A qualidade do DNA foi verificada em gel de

agarose 1% e ap0s, tratados com ribonuclease (RNase),enzima que degrada o RNA.

3.2.3- Amplificacido e Sequenciamento

A reacdo de amplificacdo dos genes mitocondriais Col € Cytb foram realizadas em um
volume final de 20 ul usando de 10 a 20 ng de DNA gendmico, tampao de reacdo para PCR
1X Invitrogen, dNTPS (0,2 mM de cada), 2 mM de MgCI2 (50Mm), 2 uM de cada primer ¢
1U Platinum® Taq Polimerase Invitrogen. A amplificacdo foi realizada em termociclador MJ
Research Inc. Watertown, MA, USA e o programa constou de uma desnaturagdao por 30s a
94°C, 10 ciclos de Touchdown de 60 °C a 50 °C por 1 min. e extensdo de 1 min.e 30s a 72°C,
seguidos de 35 ciclos adicionais de anelamento a 50 °C e extensdo final de 5 min. a 72 °C. O
produtos de PCR foram verificados em gel de agarose 1% marcados por GelRed e

quantificados através do marcador de peso molecular Low mass Invitrogen®.

Os produtos do PCR foram purificados usando as enzimas EXO (3,3 U) e SAP (0,66
U). Os produtos das amplificagdes foram sequenciados no sequenciador automatico
MegaBACE 1000 (GE Healthcare) utilizando os kits de terminadores marcados da GE
Healthcare de acordo com as especificagdes do fabricante. Ambas as fitas de cada fragmento
de um mesmo espécime foram sequenciados para garantir a qualidade das sequéncias

utilizadas. Os primers utilizados para ambos os genes encontram-se descritos na Tabela 5.

3.2.4- Alinhamento das sequéncias e Inferéncias Filogenéticas

A qualidade das sequéncias foi previamente analisada no programa Chromas 2.0

(disponivel em www.technelysium.com.au/chromas.html), em seguida os contigs foram

montados, utilizando as duas fitas de DNA, gerando uma sequéncia consenso para cada
individuo. Os contigs foram gerados pelo programa Geneious v. 4.7 (Drummond et al., 2009)
e foram alinhadas através do método de alinhamento multiplo implementado no programa

Clustal W (Thompson et al.,. 1997), este € incluido como aplicativo acessorio do programa
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BioEdit 7.09 (Hall 1999), o qual foi utilizado para revisdao e edicdo manual das sequéncias.
Em seguida os genes foram concatenados utilizando o programa Mesquite v. 2.72 (Maddison

e Maddison 2009).

Para analises filogenéticas foram utilizados os métodos de Maxima Parcimonia (MP),
através do programa TNT (Goloboff et al, 2003) que utiliza os algoritmos de busca
denominados de New Technology (rondas de arvores de Wagner seguidas de swapping por
SPR, TBR, Drift, Rachet ¢ Tree fusing) e inferéncia Bayesiana (IB) utilizando o programa
MrBayes v 3.1.2 (Huelsenbeck e Ronquist, 2001) com quatro cadeias e 1 milhdo de geragdes,
amostrando uma arvore a cada 1000 geracdes e sendo descartadas todas as arvores antes da
convergéncia dos valores de likelihood, baseado na visualizagdo no programa Tracer 1.5
(Rambaut et al.,2007), o burn-in e o calculo de probabilidade posterior foram realizados no
programa TreeAnnotator v 1.5.4 (Drummond e Rambaut, 2007). Para analise de MP o método
de bootstrap (Felsenstein, 1985) foi empregado para estimar suporte de confianga dos clados
encontrados usando 1000 pseudoréplicas, valores acima de 70% e 0.85 para bootstrap ¢
probabilidade posterior, respectivamente, foram considerados como clados fortemente
suportados. Para a escolha do melhor modelo de substituigdo de bases foi utilizado o
programa MrModeltest 2.3 (Nylander, 2008). A anélise Bayesiana de 7. brongersmianus foi
realizada com todos os individuos e os genes concatenados, sendo os genes faltantes

considerados como dados faltantes.
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3.2.5. Analises populacionais

Para avaliar as relagdes evolutivas entre as sequéncias de 7. brongersmianus, foram
construidas redes de haplotipos, utilizando o método Median-Joining Network, implementado

pelo programa Network 4.1 (www.fluxus-engineering.com; Bandelt ef al., 1999). Foram feitas

redes para cada gene independente e dos individuos com os genes concatenados. Estatisticas
sumarias como, diversidade nucleotidica (r) e haplotipica (Hd), e testes de neutralidade: D de
Tajima (Tajima, 1983), F de Fu e Li (Fu e Li, 1993), Fs de Fu (Fu, 1997), D de Fue Li (Fue
Li, 1993) e analise de mismatch distribution foram estimadas utilizando o programa DnaSP
5.0 (Rozas et al., 2009), exceto o teste de neutralidade Fs de Fu que foi realizado no programa

e Arlequin v3.5 (Excoffier e Lisher, 2010).

Foram testados diferentes cenarios visando estabelecer os grupos populacionais que
melhor refletem a estrutura genética, bem como definir possiveis barreiras ao fluxo génico.
Para isso, foi utilizado o método de Analise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et
al., 1992) implementado no programa Arlequin v3.5. Dentre as diversas possibilidades de
estruturagdo populacional, trés cenarios principais foram avaliados, sendo eles: 1) dominios
morfoclimaticos, 2) bacias hidrograficas, e 3) variancia molecular. O primeiro cenario visou
avaliar se as amostras encontram-se geneticamente estruturadas seguindo os dominios
morfoclimaticos. Para isso, elas foram divididas de acordo com suas localidades geograficas e
separadas por grupos populacionais de acordo com os dominios a que pertencem. Duas
configuragdes de dominios morfoclimaticos foram utilizadas, baseando-se em Ab’Saber
(1977) e Josse et al, (2003) (Tabela 6). O objetivo do segundo cenario foi testar se as
principais bacias hidrograficas que cortam a distribui¢do de 7. brongersmianus sdo barreiras
efetivas ao fluxo génico da espécie. Para isso as amostras foram agrupadas levando-se em
conta as areas separadas por distintas bacias (Tabela 7). Neste cenario, foram estabelecidos
cinco agrupamentos principais: a) norte do Rio Amazonas, b) entre os Rios Paraguai e Parana,
¢) entre os Rios Sdo Francisco e Tocantins, d) leste do Rio Parand, e ¢) sul do Rio Amazonas,
entre os Rios Paraguai, Parana e Tocantins. Outros quatro rios menores, que ndo fazem parte
das principais baciais hidrograficas brasileiras e que cortam os territdrios dos estados da Bahia
e Espirito Santo (Rio Doce, Jequitinhonha, das Contas e Pardo), foram considerados de trés
formas diferentes. As formas que estes quatro rios foram considerados e os agrupamentos
formados foram: a) todos os quatro rios como barreiras, agrupando amostras entre o Rio Doce
e o Jequitinhonha e entre o Rio das Contas e Rio Pardo; b) somente os Rios Doce e das

Contas como barreiras, agrupando todas as amostras entre esses dois rios; ¢) nenhum dos
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quatro rios como barreiras, agrupando todas as amostras a leste do Rio Sdo Francisco com as
amostras a leste do Rio Parana. Desta forma, estas trés diferentes abordagens em conjunto
com 0s cinco agrupamentos principais estabeleceram trés sub-cenarios distintos para avaliar
0s rios como barreiras ao fluxo génico (um com sete grupos, um com seis € outro com c¢inco).
O terceiro cendrio foi formado utilizando o método de Analise Espacial de Varidncia
Molecular (SAMOVA) (Dupanloup et al., 2002). Essa andlise ¢ baseada na maximizacdo da
propor¢do da varidncia genética total devido as diferencas entres os grupos (Fcr). O niimero
de grupos (K) ¢ definido a priori e aquele agrupamento que possuir o maior Fcr é escolhido
como o que melhor explica a estruturagdo genética. Foram testados Ks de dois a 10 visando
encontrar o nimero ideal de grupos populacionais para a diversidade de 7. brongersiamus.
Esses testes foram realizados usando somente a informagdo contida no gene Col, por possuir

maior quantidade de amostras sequenciadas.

Paralelamente aos testes de estruturagdo populacional foi realizado o teste de Mantel
(Mantel, 1967), com 1000 permutagdes, utilizando o programa Alleles in Space (Miller,
2005). Este teste visa estimar correlagdo entre distdncia genética e distdncia geografica nas

amostras analisadas.
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4. RESULTADOS
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4- RESULTADOS

4.1. ANALISES MORFOLOGICAS

4.1.1. Variacio Intra-especifica: 7. brongersmianus.

Para as varidveis morfométricas a presen¢a de dimorfismo sexual foi investigada
através de ANCOVA. A relacdo entre SVL e TL (Figura 5) apresentou dimorfismo sexual
significativo (F= 68,6607 ¢ p= 1,029¢™"?) entre machos e fémeas. Apresentando machos com
tamanho relativo da cauda maior, entre 3,2 ¢ 11,53 mm. Ja as fémeas, apresentaram um
tamanho relativo da cauda menor, variando entre 3,46 ¢ 9,66 mm. Ao avaliar os dados para as
populagdes separadas observou-se que existe dimorfismo sexual entre machos e fémeas de
cada localidade. Porém, o tamanho relativo da cauda ndo difere entre as populagdes leste e
oeste (Figura 6), apresentando valores nao significativos para as localidades entre machos

(»p=0,6731) e fémeas (p=0,8115).

Para as varidveis meristicas o dimorfismo sexual foi investigado através de
ANOVAnp. As contagens de escamas dorsais (Figura 7) e ventrais (Figura 8) apresentaram
dimorfismo sexual significativo p=0,0264 e p=0,0371, respectivamente. As fémeas
apresentam as maiores contagens para escamas dorsais (194 a 269) e ventrais (200 a 274). Ja
os machos, apresentaram contagens de escamas menores de dorsais (193 a 259) e ventrais
(197 a 251). As contagens de escamas subcaudais (Figura 9) também apresentaram um
dimorfismo sexual significante (»p=0,0001) apresentando machos com caudas maiores, de 10
a 15 subcaudais e fémeas com caudas menores, de 6 & 13 subcaudais. Ao comparar as trés
varidveis para as populacdes leste e oeste observou-se que existe diferencas significativas
entre as localidades (dorsais p=0,0004; ventrais p= 0,0032 e subcaudais p= 0,0040). A relagao
das contagens de escamas ventrais e dorsais sugere a divisao entre as populagdes leste e oeste
(Figura 10). O dimorfismo sexual ndo foi investigado para o nimero de escamas infralabiais,
supralabiais e para o nimero de fileiras de escamas ao redor do corpo, pois estes caracteres
ndo apresentaram variagdo entre os individuos analisados para espécie. Com base nesses

resultados fémeas e machos foram abordados separadamente na analise multivariada.

Ap6s investigado o dimorfismo sexual, foi realizada uma MANOVAnp baseada nas

variaveis de SVL, CR, V, D, SB e ERC (regido posterior do corpo). Verificaram-se dois
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conjuntos de dados: o primeiro agrupamento formado pelas populagdes sugeridas por Dixon e
Hendrix (1979) e o segundo agrupamento formado pela SAMOVA. Este ultimo foi formado
sobrepondo a distribui¢do das amostras analisadas morfologicamente aos resultados
moleculares (Figura 11). Os resultados obtidos corroboraram os agrupamentos sugeridos por
Dixon e Hendrix (1979), apresentaram valores significativos para essas divisdes (p= 0,0001).
Entretanto, os graficos mostram grande sobreposi¢do das variaveis ao longo da distribuicao,
apresentando uma porcentagem de variacdo entre os grupos de apenas a 10%, com valor de

variagdo residual acima de 85%.

Os agrupamentos sugeridos pela SAMOVA (Tabela 8) apresentaram-se apenas
significativo para os machos (p= 5¢**). Ao analisar somente as fémeas esses agrupamentos
ndo foram significativos (p= 0,074). Os resultados aqui obtidos corroboraram, apenas para os
machos, os agrupamentos sugeridos pela SAMOVA. Entretanto, os graficos também
demostram grande sobreposicdo das variaveis ao longo da distribuicdo, apresentando uma
porcentagem de variacdo inferior a 10% entre os grupos. Os graficos de Coordenadas
Principais para as populagdes sugeridas por Dixon e Hendrix (1979) e pela SAMOVA
encontram-se ilustrados na Figura 12 e 13, respectivamente. As estatisticas obtidas pela

MANOV Anp, para ambos os grupos, encontram-se descritos na Tabela 9.
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4.1.2. Diagnose de Typhlops brongersmianus

Typhlops brongersmai Vanzolini, 1972. Zool Mededel: (47):27 - 29. Localidade Tipo:
Barra de Itaipe - [1héus, Bahia — Brasil.

Typhlops brongersmianus Vanzolini, 1976. Pap. Avul. Zool. 29 (24): 247. Mudanga

de nome. De T. brongersmai para T. brongersmianus.
Holétipo: MZUSP 5118, Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo.

Diagnose: Espécie relativamente grande, chegando a ter comprimento rostro cloacal
de até 358,47 mm. Sua coloragdo na por¢do dorsal varia de marrom claro, marrom escuro e
marrom avermelhado, Geralmente possui 11 escamas pigmentadas podendo variar para 13
escamas, o pigmento geralmente ¢ localizado na parte central das escamas. O focinho
apresenta coloracdo amarronzada ou com pequenas machas pigmentadas. Na por¢do ventral
sua coloragdo varia de creme a creme amarelado. Possui a sutura nasal incompleta, que inicia

na borda superior da segunda supralabial, passando pela narina, sem atingir a escama rostral.

Variacdo: Todos os exemplares analisados (n=219) possuem quatro supralabiais de
cada lado, sendo que a quarta escama ¢ maior que as outras. Possui trés infralabiais de cada
lado. As escamas ao redor do corpo, geralmente ndo possuem redugdo, 71, 94% dos
exemplares apresentam 20-20-20 ou pouco frequentemente, 25,39% dos individuos,
apresentam 20-20-18. Raramente podendo ocorrer com redugdo 20-20-19, 2,71% dos
exemplares. As escamas ventrais variam de 193 — 274, as escamas dorsais variam de 193 —
269 e as escamas Subcaudais variam de 6 — 15 escamas. Como visto acima, 7.
brongersmianus possui dimorfismo sexual, com as fémeas apresentando maior Comprimento
rostro-cloacal e maior numero de dorsais e ventrais e os machos apresentando um niimero

maior de escamas subcaudais e tamanho da cauda.

Distribuicdo: Espécie amplamente distribuida no continente Sul-Americano, ocorrendo
em todo o Brasil (em diversos Dominios Morfoclimaticos), Guiana, Paraguai e
Norte/Nordeste da Argentina. Dixon e Hendrix (1979) encontram também exemplares
provenientes da Bolivia, Suriname, Peru, Colombia (Amazonia), Trinidad e Venezuela
(espécimes nao analisados neste trabalho devido ao dificil acesso de material) segundo esses
autores, T. brongersmianus possui sua distribuicdo na por¢do Cis-Andina da América do Sul

entre 11° Norte e 35° Sul. Esses autores também sugerem que possa existir uma localidade



36

possivelmente equivocada, um exemplar proveniente de Estancia Breyer, Patquia, La Rioja,

Argentina, sendo esta localidade fora da distribuigdo conhecida para a espécie.

4.1.3. Novos Registros de Distribuicio para 7. brongersmianus

Foram encontrados novos registros ao longo da distribuicdo da espécie. Na regido Sul
do Brasil, foi registrado 7. brongersmianus para o estado do Rio Grande do Sul, nos
municipios de Arroio Teixeira, Capdo da Canoa, Terra de Areia e Tramandai. No estado de
Santa Catarina foi registrado somente para o municipio de Florianopolis. Para a regido
Sudeste do Brasil, foram encontrados novos registros para o estado de S3ao Paulo, nos
municipios de Cachoeira de Emas, Indiapora, Perreira Barreto ¢ Primavera; ja para o estado
do Espirito Santo a espécie foi encontrada em Sao Mateus e Vitoria. Em Minas Gerais, foi
registrado para os municipios de Januaria e Resplendor,

Na regido central do Brasil, 7. brongersmianus encontra-se amplamente distribuida,
foram encontrados registros para o estado do Mato Grosso nos municipios de Alto Taquari,
Araputanga, Aripuana, Cacéres, Campo Grande, Campos de Julio, Chapada do Guimaraes,
Cuiab4, Lucas do Rio Verde, Poconé, Porto Estrela, Sdo José do Rio Claro, Sapezal, Tesouro,
Vale de Sao Domingos e Vila Bela da Santissima Trindade. No estado de Mato Grosso do Sul
encontra-se nos municipios de Anaurildndia, Bataguacu, Brasildndia, Ribas do Rio Pardo e
Santa Rita do Rio Pardo. No estado de Goids encontram-se registros para os municipios de
Ipord, Petrolina de Goias, Serra da Mesa.

Na regido Nordeste do Brasil, encontra-se registros para o estado da Bahia, nos
municipios de Barra do Choga, Laje, Sapiranga, S3o Francisco do Conde, Trancoso e
Urucaca. No estado de Alagoas observaram-se registros nos municipios de Campo Alegre e
Passo do Camaragibe, ja para o estado do Piaui, foi registrado para os municipios de Tasso
Fragoso e Urugui. No estado do Maranhdo, foram encontrados novos registros para os
municipios de Alcantara, Carolina, Estreito, S0 José do Ribamar e Urbano Santos. Na regido
Norte do Brasil, foram encontrados registros para o estado do Pard, nos municipios de Alter
do Chéo, Braganga, Curuca, Ourém, Tucurui e Vitoria do Xingu, ¢ no estado do Tocantins

nos municipios de Aguiarnopolis, Babagulandia, Guarai, Lajeado, Mateiros ¢ Palmas.

Em outros paises, foi registrado somente na Argentina para a provincia de Corrientes,
nos departamento de Curuzi Cuatia e Santo Tomé, e provincia de Santa Fé, no departamento
de General Obligado. Na Guiana, foi encontrado registro para Kaieteur National Park, na

regido de Potaro-Siparuni.
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4.1.4. Variacio Interespecifica

Para a variagdo interespecifica foram utilizadas as variaveis SVL, TL, D, V, SB ¢ ERC
(regido anterior, mediana e posterior do corpo). Os resultados obtidos pela MANOVAnp
indicam que as varidveis analisas corroboram as unidades taxondmicas previamente
conhecidas. Os valores de p sio altamente significantes para machos e fémeas (p=1E™%),
correspondendo a cerca de 62% do total de variacdo da amostra. Com base nas variaveis aqui
analisadas foi possivel separar as espécies pela MANOVAnp, porém observamos uma
pequena sobreposicdo das variaveis para ambos os sexos. Os graficos para machos e fémeas
estdo representados na Figura 14. As estatisticas da MANOVAnp para as unidades

taxonOmicas encontram-se descritas na Tabela 10

Das oito espécies do género Typhlops que ocorrem na América do Sul, apenas duas, T.
trinitatus ¢ T. lehneri, apresentam sutura nasal dividida (Figura 15), enquanto as demais
espécies apresentam sutura nasal incompleta. Para todos os exemplares de Typhlops
brongersmianus analisados (n=219), assim como para todas as outras espécies analisadas, 7.
amoipira (n=9), T. reticulatus (n=25), T. yonenagae (n=7), T.paucisquamus (n=39) e T.
minuisquamus (n=19) o numero de escamas infralabiais e supralabiais ¢ de 3/3 e 4/4,
respectivamente. Desta forma, esses caracteres ndo sdo informativos para diferenciar as

espécies.

As contagens de escamas dorsais e ventrais para cada espécie sao respectivamente:
193 — 269 (¥ =219,81; n=219) e 193 — 274 (¥ = 222.5; n=219) para T. brongersmianus, 180
— 239 (X =214,15; n=18) e 186 — 243 (X = 218,35; n=18) para T. minuisquamus, 193 — 231
(X=212,44; n=9) e 194 — 240 (X = 220, 6; n=9) para T. amoipira, 211 — 273 (X = 243,28;
n=25) e 219 — 273 (X = 218,35, n=25) para T. reticulatus, 151 — 197 (X =179, 82; n=20) ¢
169 — 204 (X = 183; n=20) para T. paucisquamus. A outra populacio de T. paucisquamus,
proveniente de Areia/PB, apresentou maior nimero de dorsais e ventrais do que os demais
individuos da espécie, com variacdo de 194 — 217 (X = 204,52; n=19) e 196 — 215 (X = 206;
n= 19) e finalmente, para T. yonenagae a variagdo foi de 246 — 265 (X = 254, 28; n=7) e 247
— 270 (X =256; n=7). A variagio total das contagens de dorsais e ventrais esta representada

na Figura 16 e Figura 17, respectivamente.

O ntimero de fileiras ao redor do corpo também ¢ considerado um caracter diagnostico
para diferenciar as espécies. A variagdo dessas contagens para por¢do anterior, meio €

posterior do corpo, sdo respectivamente: 20/20/20 (n=159), 20/20/19 (n=4) e 20/20/18 (n=56)
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para T. brongersmianus, 20/20/20 (n= 6) e 20/20/18 (n= 19) para T. reticulatus, 18/18/18 para
T. amoipira (n= 9), T. yonenagae (n=7) e T. paucisquamus (n=39). A espécie T.
minuisquamus, distingui-se das demais espécies da América do Sul por apresentar a maior
redug¢do no numero de fileiras dorsais, sendo observado 20/18/14 (n=6), 20/18/15 (n=3),
18/18/14 (n=8) e 18/16/14 (n=1). A variag@o das fileiras ao redor do corpo esta representada
na Figura 18. A comparagdo da variagdo da folidose entre as espécies que ocorrem na

América do Sul encontra-se na Tabela 11.
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4.2. ANALISES MOLECULARES
4.2.1. Diversidade Genética e Estruturacio Populacional

Foram sequenciados aproximadamente 730 pb e 650 pb para os genes Citocromo b ¢
Citocromo Oxidase I, respectivamente. Os fragmentos sequenciados apresentaram 92 e 101
sitios polimorficos para o gene Col e Cyb, respectivamente. Sendo que para o gene Col 51
sitios sdo informativos para parcimoénia ¢ 41 s8o autapomorficos, ja o gene Cytb apresentou
40 sitios informativos para parcimdnia e 61 autapomorficos. A rede de hapldtipos para Col
(Figura 19) apresentou 29 haplotipos, sendo que apenas 7 haplétipos sdo compartilhados: dois
haplotipos entre individuos de localidades diferentes (ColH1 e ColH25) e cinco haplotipos
entre individuos de mesma localidade (ColHS5, ColH9, ColH13, ColH15 e ColH21). A rede
de haplotipos para o gene Cytb (Figura 20) apresentou 25 haplotipos, sendo que apenas oito
haplotipos sdo compartilhados: um haplétipo entre individuos de localidades diferentes
(CybH6) e sete haploétipos compartilhados por individuos de mesma localidade (CybH3,
CybHS, CybH10, CybH14, CybH15, CybH19 ¢ CybH20). A rede de hapldtipos para os genes
concatenados (Figura 21) apresentou 29 haplotipos, sendo que apenas trés haplotipos sdo
compartilhados por individuos de mesma localidade (CH3, CH12 e¢ CH22). A rede de
haplotipos para os genes individuais e para os genes concatenados formam os mesmos grupos,
porém com uma resolu¢do menor que os genes concatenados. Os haplétipos concatenados
podem ser agrupados pela rede de haplétipos em dez grupos distintos: o primeiro grupo esta
representado pelos haplotipos CH1, CH2, CH3, CH4, CHS5, CH6, CH22, CH23, CH27,
provenientes de Ilhéus/BA, Novo Horionte/SP, Passo do Camaragibe/AL e Barra do
Choca/BA. O segundo grupo ¢ formado pelos haplétipos CH18, CH25 e CH26 que sdao de
Palmas/TO e Mateiros/TO. O terceiro grupo de haplétipos € representado por CH7, CHS,
CH9 e CH10 que sdo todos de Sapezal/MT, o quarto grupo de é formado pelos haplétipos
CH16 e CH17, os dois provenientes de Linhares/ES. O quinto grupo ¢é representado pelos
haplétipos CH11 e CHI2 todos de Tesouro/MT, o sexto grupo ¢ formado pelos haplotipos
CH19 e CH21, de Urugui/PI e Januaria/MG. O sétimo grupo ¢ representado pelos haplotipos
CH13 e CH28, provenientes de Campos de Julio/MT e Cuiabd/MT, o oitavo grupo esta
representado pelo haplotipo CH29, que é de Santo Tomé, Corrientes, Argentina. O nono
grupo esta representado pelos CHI14, CH15 e CH24, provenientes de Estreito/MA,
Carolina/MA e Ubajara/CE. O décimo e ultimo grupo ¢é representado pelo haplétipo CH20,
proveniente de Trancoso/BA, este haplotipo ¢ altamente divergente, apresentando 38

mutacdes de diferenca dos outros haplotipos. Ao representar os haplotipos no mapa (Figura
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22, 23 e 24), observamos que os individuos parecem mais relacionados com os individuos de
localidades préximas, formando pequenas unidades estruturadas geneticamente. Os haplétipos

e suas localidades para cada gene e para os genes concatenados estdo listados na Tabela 12.

Ao testar os trés cenarios de estruturagdo populacional a AMOVA indicou que os
grupos definidos por dominios morfoclimaticos ou separados por rios ndo sao uma boa
representagdo da estruturagdo das diferenciagdes mitocondriais, uma vez que, a maior
porcentagem da varidncia molecular resulta das comparagdes entre populacdes dentro dos
grupos (Tabela 13). Por outro lado, a porcentagem da varidncia explicada pelos grupos
formados nos cendrios estabelecidos € baixa, apresentando da mesma forma valores de Fcr

extremamente baixos.

Ao utilizar as barreiras sugeridas pela SAMOVA, observa-se que o agrupamento
responsavel pela maior porcentagem da varidncia é aquele onde as amostras encontram-se
estruturadas em sete grupos (K=7) (Tabela 14). Este cenario apresenta 61,23% da variagéo
explicada pela comparacdo entre os grupos, com altos valores de Fcr = 0,61, Fst=0,85 e
Fsc=0,63, indicando a existéncia de forte estruturacdo genética e baixo fluxo génico entre os
grupos. O agrupamento das amostras resultante da SAMOVA para sete grupos encontra-se

especificado na Tabela 15.

Os indices de diversidade genética foram semelhantes entre os fragmentos analisados.
Os genes Col e Cytb apresentaram uma diversidade haplotipica (Hd) de 0,930 ¢ 0,970,
respectivamente, enquanto a diversidade nucleotidica () foi de 0,020 para o Col e de 0,023
para o Cytb. Para os dois fragmentos, todos os testes de neutralidade foram negativos e nao
significantes, com exce¢do do Fs de Fu que foi negativo (-8,69 para Col e -8,70 para Cytb ) e
significante (p= 0,01). Para os genes concatenados o Hd foi de 0,98, enquanto que o « foi de
0,02. Os testes de neutralidade para os genes concatenados também foram negativos e nado
significantes, exceto para Fs de Fu (-7,34; p=0,01). Os indices de diversidade genética para
cada gene e para os genes concatenados estdo representados na Tabela 16. As andlises de
mismatch distribution apresentaram graficos com distribuicdo multimodal, tipicos de uma
populagdo que possui estruturagdo genética (Figura 25) enquanto o teste de Mantel para os
dois genes apresentou uma forte correlacdo entre distancia genética e distancia geografica
(Figura 26 e 27), com R= 0,5170 e p= 0,0009 para o gene Col ¢ R= 0,55 e p= 0,0009 para o

gene Cyth, o que sugere a presenca de isolamento por distancia.
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4.2.2. Relacoes Filogenéticas

Os genes concatenados totalizaram aproximadamente 1390 pb analisados. O modelo
de substituicdo de bases escolhido para as analises de IB foi GTR + I + G. As arvores
filogenéticas, tanto MP, quanto IB possuem alguns clados bem resolvidos e esses apresentam

alto valor de probabilidade posterior e bootstrap (Figura 28).

Typhlops brongersmianus tem como grupo irmao as espécies que ocorrem no nordeste
do Brasil, apresentando um valor de probabilidade posterior e bootstrap de 1,0 e 96%,
respectivamente. As espécies que ocorrem no nordeste do Brasil formam um clado fortemente
suportado, com 1,0 de probabilidade posterior e 86% de bootstrap. Essas espécies estdo
divididas em dois clados: um formado por 7. amoipira como grupo irmdo de T.
paucisquamus, com suporte de probabilidade posterior e bootstrap de 1,0 e 88%,
respectivamente, ¢ o outro clado ¢ formado por T. yonenagae, que possui como grupo irmao
T. paucisquamus provenientes de Areia/PB com valor de suporte de probabilidade posterior
de 0.96. Ja o clado formado por 7. brongersmianus e as espécies de Typhlops provenientes do
nordeste do Brasil, apresentam uma incongruéncia na relagdo com o seu grupo irmao. A
analise IB apresenta 7. reticulatus como grupo irmao, porém na analise de MP o grupo irmao
¢ T. minuisquamus. Para as duas andlises, as relacdes entre essas duas espécies possuem
suporte de confianca abaixo de 70% para bootstrap ¢ 0.85 de probabilidade posterior. Porém,
os clados que definem cada uma dessas espécies apresentam valores de suporte altos (1,0 e
100%). As espécies que ocorrem na América do Sul tém como grupo irmao as espécies que
ocorrem nas Antilhas, com um valor de 0,97 de probabilidade posterior ¢ para o bootstrap o
valor foi inferior a 70%. A topologia da arvore de IB para os 52 individuos de T.
brongersmianus analisados indica a presenga de nove possiveis agrupamentos, os quais se
encontram também estruturados geograficamente (Figura 29). O primeiro grupo ¢
representado somente pelo individuo de Trancoso/BA, o qual aparece como o individuo mais
basal e divergente dentro da arvore de IB. O segundo grupo possui somente os individuos de
Linhares/ES apresentando um suporte de probabilidade posterior de 1,0; o terceiro grupo €
representado pelos individuos de Santo Thomé e General Obligado provenientes da Argentina
com valor de 0,84 de probabilidade posterior. O quarto grupo € composto pelos individuos da
Guiana e Sapezal/MT com valor 1,0 de probabilidade posterior; ja o quinto grupo ¢
representado pelos individuos de Cuiabd/MT e Campos de Julio/MT apresentando 0,98 de
probabilidade posterior; o sexto grupo possui individuos provenientes de Urugui-Una/PI,

Januaria/MG e Tesouro/MT, com valor 1,0 de probabilidade posterior. O sétimo grupo ¢é
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formado por individuos de Estreito/MA, Ubajara/CE, Tasso Fragoso/PI, Carolina/MA e
Guarai/TO. Este grupo ndo representa um clado monofilético na arvore, entretanto ndo existe
suporte para a ndao monofilia do mesmo. O oitavo grupo ¢ formado pelos individuos
provenientes de Palmas/TO e Mateiro/TO com valor 1,0 de probalidade posterior. Finalmente,
0 nono ¢ ultimo grupo ¢ representado pelos individuos de Bataguagt/MT, Ilhéus/BA, Novo
Horizonte/SP, Campo Alegre/AL, Passo do Camaragibe/AL e Corrientes na Argentina. A
maioria desses grupos apresenta alto valor de suporte de confianca, enquanto que a relagdo
entre eles apresenta geralmente baixo suporte. Alguns agrupamentos possuem subclados com
altos valores de confianca, os quais também apresentam ramos longos e poderiam ser
considerados clados independentes. Entretanto, estes ndo foram delimitados como grupos,
pois foi utilizado como critério de delimitagdo o contraste entre os clados e suas distribui¢des
geograficas. O agrupamento sete coincidiu com os grupos formados na rede de haplétipos,
contudo o baixo suporte da ndo monofilia desse grupo, bem como a reticulagdo apresentada
na rede de haplotipos, indicam que o mesmo ndo representa um agrupamento bem resolvido

pelas analises.

Para os topicos de discussdo da estruturacdo populacional foi dada prioridade aos
resultados expressos nas andlises de redes de haploétipos levando-se em conta a similaridade
entre esses e os agrupamentos formados na arvore de IB. Da mesma forma os agrupamentos
sugeridos pelo SAMOVA sdo concordantes em indicar grupos populacionais similares aos

das analises filogenéticas.
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5. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

5.1. Distribuicao Geografica

A espécie T. brongersmianus possui ampla distribuigdo, ocorrendo em quase toda a
América do Sul como observado por Dixon e Hendrix (1979). Martins et al. (2010) ampliou a
distribuicao de 7. brongersmianus para sudeste do Brasil, com ocorréncias no municipio de
Iguaba Grande, Macaé, Niterdi, Sdo Jodo da Barra e Restinga de Jurubatiba no estado do Rio
de Janeiro; também registrou outras localidades para o estado do Espirito Santo, Municipios
de Aracruz, Juerana e Linhares; e no municipio de Alvorada de Minas, Itapanhoacanga no
estado de Minas Gerais. Loebmann (2008) e Santana et al. (2008) também ampliaram a
distribui¢do de T. brongersmianus para o nordeste do Brasil para Ubajara no estado do Ceara
e Jodo Pessoa no estado da Paraiba, respectivamente. Como podem ser observados na Figura
2, estes trabalhos ndo amostraram diversas localidades observadas neste estudo, indicando que
a espécie possui distribuicdo muito maior do que aquela descrita por esses autores ocorrendo

em diversas regides brasileiras.

Também foram observados novos registros para outros paises tais como Argentina e
Guiana, ao mesmo tempo em que Caicedo- Portilla (2009) também ampliou a distribuicdo de
T. brongersmianus para Colémbia. Levando em conta esses resultados pode-se afirmar que a
distribuicao de 7. brongersmianus ainda ndo € conhecida em sua totalidade, a qual
provavelmente ¢ muito mais ampla, e que muitos dos resultados que foram aqui obtidos
podem ter sido influenciados pela caréncia de amostras em 4reas sub-representadas.
Entretanto, o fato de revelar uma aproximag@o mais realista da distribuicdo da espécie permite
que novas interpretacdes dos dados genéticos € moleculares sejam feitas, uma vez que, uma
espécie de distribui¢do tdo ampla e com vagilidade tdo baixa, teoricamente deve apresentar
diversas subpopulagdes fortemente estruturadas. Esta estruturagdo ao longo da distribuigdo foi
claramente recuperada nas andlises genéticas, contudo as analises morfoldgicas contrastam

com essas informagdes e indicam pouca variagdo dos caracteres analisados (ver abaixo).
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5.2. Dimorfismo sexual

Shine e Webb (1990) analisaram cerca de 2000 exemplares de Typhlopideos e
forneceram informacgdes sobre biologia e histéria natural de 15 espécies Australianas. Neste
trabalho observou-se que as fémeas sdo maiores, tanto em tamanho quanto na contagem das
escamas dorsais e ventrais, que os machos em todas as espécies. Roux-Estéve (1975)
estudando Typhlopideos africanos e Franzen ¢ Wallach (2002) descrevendo uma nova espécie
de Rhinotyphlops constataram que as fémeas possuiam maior nimero de escamas dorsais que
os machos, esses autores sugerem que isto pode estar relacionado a uma adaptag@o ao periodo
de gestacdo, quando ocorre aumento do volume dos ovidutos com consequente distensdo da
pele. Corroborando estes estudos, os resultados aqui apresentados indicam claramente que
Typhlops brongersmianus possuem dimorfismo sexual, com fémeas apresentando maior
numero de contagens de escamas dorsais e ventrais, concordando com os resultados obtidos

por diversos estudos.

O comprimento da cauda maior em machos foi comprovado por Avila et al. (2006)
para Typhlops brongersmianus, porém foram analisados somente 24 e 18 exemplares de
machos e fémeas, respectivamente, de uma unica localidade no Mato Grosso do Sul. Essa
caracteristica também foi encontrada em espécies de Typhlops africanos (Webb et al., 2001;
Roux-Esteéve, 1975) e em outros géneros da familia Typhlopidae: Acutotyphlops (Wallach et
al., 2007), Rhinotyphlops (Franzen e Wallach, 2002) e Ramphotyphlops (Shine e Webb,
1990). De acordo com Shine (1993, 1999) a cauda dos machos ¢ maior devido a necessidade
de alocar o hemipénis e os musculos retratores, além de que machos com caudas longas
possuem maior sucesso reprodutivo. Consequentemente, o nimero maior de escamas
subcaudais nos machos é consequéncia da cauda também ser maior (Shine, 1993). Os
resultados deste trabalho concordam com esses estudos, sendo que a contagem de escamas € o
comprimento da cauda para 7. brongersmianus sdo maiores em machos, com diferencas entre
as médias altamente significantes, por isso, nas analises de variagdo morfologica os machos e
as fémeas foram analisados separadamente para evitar o viés do dimorfismo sexual. Cabe
ressaltar que essa diferenga acentuada entre machos e fémeas foi um dos fatores limitantes do
trabalho de Dixon e Hendricks (1979), onde os resultados apresentaram um grande viés
amostral, como exemplificado na populagdo proveniente da bacia do rio Parana. Para essa
populagdo os autores relatam contagens de dorsais notadamente maiores, porém essa
populagdo possuia somente fémeas (Dixon e Hendrix, 1979). Sendo assim, podemos inferir

que os contrastes entre as conclusoes do presente estudo em relagdo os resultados de Dixon e
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Hendricks (1979) acerca da variagdo morfologica de 7. brongersmianus, pode ser explicada

pela diferenca na propor¢do de machos e fémeas analisados para ambos os estudos.
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5.3. Estruturacio Geografica

Como ja comentado, os resultados aqui apresentados suportam a divisdo populacional
proposta por Dixon e Hendricks (1979), isso ocorre somente para os dados morfologicos, que
contrasta com a grande diversidade encontrada para os dados moleculares. Com base nas
variaveis analisadas (D, V e SB) a MANOVAnp mostrou dois agrupamento diferenciados.
Entretanto, quando as variaveis sdo analisadas em conjunto (SVL, TL, D, V, SB e ERC) os
resultados também indicam esses agrupamentos, porém nao existe um diagndstico claro entre
as populagdes do leste e oeste. Os agrupamentos formados pelas analises moleculares,
sugeridos pela SAMOVA, demonstrou que os caracteres apresentam uma distribuigcdo
concordante e significativa apenas para os agrupamentos formados pelos machos. Esses dois
conjuntos de dados apresentam uma porcentagem de variacao baixa, mostrando graficos com
uma grande sobreposi¢do de caracteres morfoldgicos entre os individuos ao longo de toda a
distribui¢do. Isso provavelmente deve-se ao baixo numero amostral formado por cada
agrupamento. Desta forma, mesmo a espécie apresentando unidades genéticas bem
estruturadas, estas analises demonstram uma evidente diferenca entre o sinal molecular e o
morfologico na estruturagdo da diversidade dentro de 7. brongersmianus, uma vez que as
unidades genéticas, apesar de fortemente estruturadas, ndo corroboram as populacoes

definidas morfologicamente

Da mesma forma, Silva (2010) ao analisar molecularmente Typhlops reticulatus,
observou que existe dois grupos distintos, porém nas analises de variacdo dos caracteres
morfologicos externos, tais como folidose e caracteres morfométricos, ndo observou
diferencas significativas entre esses dois grupos. Ao analisar os caracteres de morfologia
hemipeniana, observou que esses dois grupos diferem significativamente no nimero de
espinhos presentes no hemipénis, sendo que a espécie “A” apresentou uma fileira de 7-8

espinhos, enquanto que a outra espécie apresentou de 8-10 espinhos.

Condi¢des ambientais extremas podem impor a estabilizagdo sobre a selegdo
morfologica, reduzindo ou eliminando as alteragdes que podem acompanhar a especiagdo. Em
geral, espécies com habitos fossoriais apresentam restricdes seletivas para adaptagdo a vida
subterranea, as quais certamente limitam a variagdo morfologica externa (Bickford et.al,
2006). Em um estudo com o lagarto fossorial africano, Acontia meleagris meleagris,
utilizando dados moleculares, foram encontrados cinco linhagens divergentes que antes eram
definidas em somente em dois grupos morfologicos (Daniels ef al., 2008). Adams et al.(2009)

observou que as taxas de diversificagdo das espécies e a taxas de evolugdo morfoldgica ndo
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sdo correlacionadas nas salamandras da familia Pletodontidae, mostrando que clados com
maior diversificacdo de espécies apresentam poucas mudangas morfologicas. Possivelmente a
analise de caracteres de morfologia interna, tais como osteologia ¢ morfologia hemipeniana
em 7. brongersmianus podera indicar algum padrdo congruente com os dados moleculares.
Entretanto, até 0 momento o cendrio que foi obtido ¢ de uma grande variabilidade molecular,

contrastando com uma evidente estase morfologica.

Os eventos evolutivos que levam a diversificagdo de espécies ou de linhagens podem
também estar diretamente relacionados a fisionomia, tipo de habitat ou até mesmo a alteracdo
dos ecossistemas (Burbrink ez al., 2008). Em animais fossoriais, alguns fatores podem estar
relacionados com essa diversificagdo, tais como comunicagdo quimica (Zenuto et al., 2004),
tipo de solo e diferentes fitofisionomias podem ser diretamente responsaveis pela estruturacao
geografica e populacional dessas espécies. O continente Sul-Americano apresenta uma
diversidade grande de fitofisionomias, incluindo florestas tropicais e temperadas, campos e
savanas. Como os diversos dominios morfoclimaticos afetam a estruturagdo genética de um
vertebrado com ampla distribuigdo tem sido pouco explorada. A maioria dos estudos
filogeograficos ¢ focada em espécies que ocorrem exclusivamente em um bioma da América
do sul: Amazoénico (Cracaft e Prum, 1988; Bates, 2002) ou Atlantico (Grazziotin et al., 2006;
Thomé et al., 2010; Pellegrino et al., 2005; Carnaval, 2002; Carnaval e Bates, 2007). As
analises aqui apresentadas ndo indicam valores significativos de Fcr, sugerindo que a
estruturagdo genética de 7. brongersmianus ndo esta relacionada aos diferentes dominios
morfoclimaticos. Por outro lado, a arvore filogenética ¢ a rede de haplotipos sugerem que

existe uma tendéncia a estruturacao geografica da diversidade genética.

Os resultados obtidos por Silva (2010) mostraram que existem duas linhagens
mitocondriais dentro da espécie T. reticulatus que sdo nitidamente separada pela regido da
calha do rio Amazonas. Esse padrdo é congruente com os padrdes encontrados em algumas
espécies amazonicas de serpentes (Atractus zidoki e A. hoogmoedi, Prudente e Passos, 2010)
lagartos (Plica umbra umbra e P. u. chrocollaris, Avila-Pires, 1995) e aves (Lepidothrix
coronata, Cheviron et. al. 2005; Capito niger, C. auratus ¢ C. brunnei, Armenta et al., 2005),
onde o rio poderia representar uma barreira significativa para a dispersdo desses grupos.
Casos semelhantes, onde padroes de distribuicdo de varias espécies de répteis podem ser
explicados pela presenca de grandes rios, foram relatados por Rodrigues (1993b) para as
dunas do Rio Sdo Francisco, no Estado da Bahia (Amphisbaena hastata ¢ A. ignatiana;

Tropidurus amathites e T. divaricatus;, Phimophis scriptorcibatus e P. chui). Rodrigues e
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Juncé (2002) ao descreverem 7. amoipira e compararem com 7. yonenagae, concluiram que
se tratava de espécies vicariantes presentes nas dunas do Rio Sao Francisco. Este fenomeno de
especiagdo ¢ relatado também para outras espécies de vertebrados fossoriais, como roedores

da familia Soricidae (Brant e Orti, 2003).

Entretanto, este cenario de especiacdo por rios, nem sempre ocorre em vertebrados
fossoriais. Em um estudo com Ctenomys australis (Mora et al., 2006) os resultados indicaram
que os rios ndo afetam substancialmente o padrdo de estruturagdo genética da espécie. Os
resultados aqui apresentados obtidos pela AMOVA indicam valores de Fcr extremante baixos
para os diversos rios testados, mostrando que para 7. brongersmianus os rios nao sao barreiras
efetivas ao fluxo génico, inclusive, a populagdo que ocorre ao norte da calha do rio Amazonas
ndo apresentou diferenga significativa das demais populacdes. Estes resultados sugerem que
individuos T. brongersmianus provavelmente cruzam até mesmo grandes rios (Amazonas,
Parana, Sao Francisco, entre outros.) mantendo o fluxo génico entre as populagdes. Até o
momento ndo existem relatos de individuos dessa espécie cruzando rios, contudo Maschio et
al. (2009), descreve casos de individuos do género Amphisbaena atravessando rios da
Amazonia. Esses autores relataram trés casos: o primeiro caso foi de uma Amphisbaena alba
atravessando a Baia de Caxiuand, municipio de Portel/PA, que encontrava-se a 2,5 km de
distancia das margens. O segundo registro foi de uma Amphisbaena amazonica, atravessando
0 igarapé Marinat, municipio de Portel/PA, encontrada a 15 metros da margem, e o terceiro
registro também foi de uma Amphisbaena amazonica, atravessando o igarapé Curua,
municipio de Melgago/PA, nadando em volta de algas macrofitas. Os motivos para que essa
espécie, estritamente fossorial, seja encontrada na agua s3o desconhecidos, os autores
sugerem que em situacdes extremas, como escapar de um predador, elas utilizem essa
alternativa. Contudo, este fato indica que essas espécies sdo capazes de dispersdo e que os rios
ndo sdo barreiras efetivas para as mesmas. Outro cenario que poderia explicar a falta de
estruturagdo genética gerada pelos rios sdo as constantes presencas de ilhas de vegetagdo e
solo que se desprendem de uma margem e podem alcangar facilmente a margem oposta
(Houle, 1998; Jokiel, 1990). Typhlos brongersmianus por apresentar caracteristicas
exclusivamente fossoriais seria uma das espécies mais propensas a se dispersar através destas

ilhas.
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5.4. Variabilidade Genética e Cenarios Evolutivos

Em geral, diferenciacdo local e limitado fluxo génico sdo caracteristicas esperadas
para espécies com habito fossorial (Alvarez-Castafieda e Patton, 2004; El Jundi e Freitas,
2004). Entre os vertebrados fossoriais, a estruturagdo genética pode ser resultado da
combinacdo de um pequeno tamanho populacional ¢ de uma limitada capacidade de
dispersao, promovendo diferenciagdo por deriva genética e isolamento por distdncia (Mora et
al., 2006). Os resultados apresentados pelo teste de Mantel indicam que existe forte
correlacdo entre a distdncia genética e a geografica, sugerindo que 7. brongersmianus ocorre
em pequenas unidades fortemente estruturadas que possuem semelhangas genéticas com
individuos mais proéximos do que com individuos distantes geograficamente, possivelmente
devido a baixa vagilidade da espécie. Como no caso mostrado pelo estudo filogeografico do
roedor fossorial, Fospalax baileyi, que possui fluxo gé€nico restrito, ¢ um dos fatores
responsaveis por isso é que esta espécie raramente emerge para a superficie, pois esta
atividade tem um elevado risco de predacdo, devido a sua visdo limita e movimentagdo lenta,

além de possuir uma area de distribuigao restrita (Tang et.al., 2009)

Cabe ressaltar que alguns clados e agrupamentos populacionais de 7. brongersmianus
sdo compostos por amostras relativamente distantes geograficamente, o que parece contrastar
em parte os resultados do teste de Mantel (e.g. amostras provinientes da Guiana agrupam-se

com amostras de Mato Grosso; amostras de Alagoas agrupam-se com amostras de Sdo Paulo).

Entretanto, o teste de Mantel indica o padrido geral da espécie, sendo que os casos de
amostras distantes geograficamente, mas proximos geneticamente, podem ser equacionados
nos cendrios evolutivos de uma espécie de vagilidade baixa como 7. brongersmianus com o
seguinte raciocinio. Estes genes mitocondriais t€m uma taxa evolutiva relativamente lenta, em
especial em répteis, de menos de 2% de divergéncia por milhdo de anos. Assim, a grande
maioria das sequéncias geograficamente distantes, mas agrupadas, tem possivelmente mais de

100 mil anos de divergéncia.

Na Figura 30 encontra-se uma representacdo da arvore filogenética, a qual esta
sobreposta ao mapa de distribuicdo dos grupos definidos pelos principais clados. Nesta
representagdo, percebe-se claramente que apesar das amostras geograficamente proximas
formarem grupos filogenéticos, as relagdes entre os grupos ndao seguem um padrdo de

distanciamento geografico.
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A baixa diversidade genética tem um impacto negativo para a viabilidade de diversas
espécies (Milot, 2007). A variabilidade genética em vertebrados fossoriais geralmente ¢ alta,
por exemplo, o lagarto fossorial, Anniella pulchra, apresentou cinco clados altamente
divergentes (Parham e Papenfuss, 2009) e estudos com roedores fossoriais mostraram que
género Ctenomys possui especiacdo do tipo explosiva, sendo o género de roedor mais
especioso da América do Sul (Castillo et.al, 2005). Os dois marcadores aqui analisados
indicam grande diversidade genética, sendo Cyzb mais variavel que o gene Col. Os resultados
deste trabalho mostraram que 7. brongersmianus possui valores de diversidades haplotipica
(98%) e nucleotidica (2%) alta em contraste com outros vertebrados fossoriais, como
Ctenomys australis (n= 0,5% e Hd= 83%) ou Ctenomys torquatus (n= 0,1% e Hd= 67%) ,
porém possui os indices de diversidade genética similares ao roedor fossorial, Eospalax

baileyi, que possui fluxo génico restritito e especiacao alopatrica (m= 5% e Hd= 96%).

A andlise de mismatch distribuition mostrou, para ambos os marcadores, uma
distribuicdo bimodal, estatisticamente diferente do simulado para um gargalo seguido de
expansdao populacional (padrdo unimodal), sugerindo que a espécie sofreu expansio
populacional, mas com uma moderada reducdo populacional sem a perda de todas as
linhagens mitocondriais. Os testes de neutralidade apresentaram resultados concordantes com
0 cenario acima, mostrando valores negativos e significantes para o Fs de Fu, porém ndo
significantes para os outros. Fu (1997) sugere que o teste Fs ¢ estatisticamente mais sensivel
para identificar expansdo populacional do que outro teste, isso explicaria as diferencas na

significancia dos testes de neutralidade.

Typhlops brongersmianus apresentou um grande numero de haplotipos, para ambos os
marcadores, bem como redes de haplotipos fortemente estruturados, com haploétipos unicos
para individuos de mesma localidade. Estes resultados contranstam com alguns vertebrados
fossoriais, tal como Ctenomys rionegrensis € Ctenomys australis, em que a topologia da rede
de haplotipos apresenta um formato do tipo estrela (Starlike), tipica de populagdes que sofreu

forte redugdo seguida de forte expansdo populacional.

A distribuicdo de T. brongersmianus ¢ ampla, e apesar do tamanho amostral do
presente estudo limitar a extrapolacdo dos resultados de algumas analises, pode-se concluir
que o cenario mais provavel para a formagdo da diversidade da espécie ¢ o de uma
metapopulacao formada por distintos processos de isolamento por distdncia, os quais teriam
gerado a grande estruturacdo genética dentro da espécie. As linhagens formadas, mesmo

sofrendo uma reducdo populacional no passado, mativeram certa variedade de haplotipos
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ancestrais, 0s quais passaram por um evento de expansao populacional do qual deriva a atual
diversidade molecular da espécie. Para inferir com maiores detalhes a historia demografica de
T. brongersmianus, a inclusdo de amostras de outras localidades ao longo da distribuigéo,

bem como de outros loci sdo claramente necessarios.

Por outro lado, todas as analises moleculares apontam para a alta divergéncia do
individuo proveniente de Trancoso/BA. Tanto a rede de haplotipos, quanto a arvore
filogenética, reveleram um haplétipo altamente divergente, contudo, os caracteres de folidose
ndo o diferenciam de um 7. brongersmianus tipico. Esta regido foi estabelecida como parte de
um dos corredores de biodiversidade da costa leste do Brasil, que se estende de Linhares no
Espirito Santo até Trancoso na Bahia (Rocha et al.,2005). A maioria das planicies costeiras ao
longo desse corredor ¢ constituida por restingas. Esses corredores de biodiversidade
compreendem em um mosaico de usos do solo conectando fragmentos de vegetagdo natural
ao longo da paisagem e possivelmente as variagdes climaticas e mudangas nos niveis do mar
que ocorreram no passado afetaram significativamente as extensdes de areia desses sitemas
costeiros. Provavelmente esses eventos foram responsaveis pelos processos evolutivos das
espécies que ocorrem neste habitat, resultando na diferenciacdo dos vertebrados que ocorrem
nessas areas, afetando da mesma maneira as populacdes de 7. brongersmianus distribuidas
nessa localidade. Estas zonas extremas, que apresentam grande variagdo climatica e
fisiografica representam areas de eventos cladogenicos recorrentes, o que pode explicar a alta

diversidade genética do exemplar proveniente de Trancoso/BA.
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5.5. Relacoes Filogenéticas.

Considerando a grande diversidade de espécies dentro de Scolecophidia, pouco se sabe
sobre as relagdes filogenéticas desse grupo, e trabalhos combinando dados morfologicos e
moleculares ainda ndo foram realizados. Até entdo, somente trés trabalhos foram
desenvolvidos com um grande niimero de espécies desse grupo: O primeiro ¢ uma tese de
doutorado ndo publicada (Wallach, 1998), em que o autor analisa dados de anatomia interna e
relaciona o posicionamento filogenético entre as espécies de trés familias de Scolecophidia. O
segundo trabalho ¢ baseado em dados moleculares, onde foram sequenciados nove genes,
entre eles mitocondriais e nucleares (Adalsteinsson et.al.,2009). Este trabalho realizou a
revisdo taxonOmica da familia Leptotyphlopidae onde reconhecem duas subfamilias, cinco
tribos, cinco subtribos e doze géneros. O terceiro trabalho é também baseado em dados

moleculares e é focado nas serpentes da familia Typhlopidae (Vidal et al. 2010).

Segundo Vidal et al. (2010) os Typhlopidae que ocorrem nas Antilhas sdo
considerados grupo irmao do clado representado pelas espécies Sul-Americanas. As analises
filogenéticas aqui apresentadas corroboram esse resultado, mostrando que as espécies que
ocorrem na América do Sul possuem como grupo irmdo as espécies que ocorrem nas
Antilhas. As relagdes filogenéticas das espécies que ocorrem na América do Sul ndo foram
exploradas por Vidal et.al. (2010), a filogenia apresentada por esses autores possui somente
duas espécies que ocorrem neste continente: 7. reticulatus e T. brongersmianus. Por outro
lado, no presente trabalho foram analisdos mais de um individuo por espécie para quase a
totalidade de espécies que ocorrem na América do Sul. O presente trabalho apenas ndo possui
representantes das espécies provenientes da Venezuela e Trinidad, T. lehneri e T. trinitatus,
respectivamente, das quais o status taxonomico ainda ¢ incerto, devido a pouca
disponibilidade do material. Pouco se sabe sobre a variacdo molecular ¢ morfologica das
espécies do género Typhlops que ocorrem na América do Sul, além da falta de conhecimento
sobre a diversidade. As variaveis analisadas na MANOVAnp auxiliaram na separacdo das
espécies, contudo, ocorre uma pequena sobreposigdo entre os pontos. Foram observados esses
agrupamentos para ambos 0s sexos, € provavelmente, o baixo numero amostral para as demais
espécies do género Typhlops provocou um viés nas estimativas. Entretanto, os poligonos na

analise multivariada sustentam a diferenciacdo entre as espécies.

Diversos caracteres serviram como diagnose para as espécies distribuidas no
continente Sul-Americano. As espécies 1. brongersmianus e T. reticulatus apesar de

possuirem contagens semelhantes, apresentam dimorfismo no tamanho e coloragdo, sendo que
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a ultima apresenta comprimento total maior e coloracdo do dorso marrom escuro ou negro,
com a base das escamas creme-amareladas focinho creme amarelado; dorso da cauda negra ou
marrom possuindo manchas creme ou amarela, enquanto que 7. brongersmianus possui

coloracdo marrom no dorso, focinho pigmentado e sem machas na cauda.

As espécies que ocorrem no nordeste do Brasil (T. amoipira, T. paucisquamus ¢ T.
yonenagae) diferem de T. brongersmianus por apresentar 18 escamas ao redor do corpo sem
redugdo, enquanto que 7. brongersmianus apresenta 20/20/20 — 20/20/19 ou 20/20/18.
Typhlops yonenagae difere-se de T. paucisquamus ¢ T. amoipira por apresentar maior nimero
de dorsais (246 — 265) e ventrais (247 — 270). A espécie T. amoipira se diferencia de T.
paucisquamus por possuir contagens de dorsais e ventrais maiores, além de possuir coloracao
castanha clara com uma linha marrom no dorso, enquanto que 7. paucisquamus apresenta

coloragdo marrom escuro a marrom claro sem linhas no dorso.

No Nordeste do Brasil foi identificada uma populagdo situada na localidade de Areia
na Paraiba que se diferencia das demais espécies que ocorrem nesta regido. No inicio do
trabalho esta populagdo foi previamente identificada como pertencendo a espécie T.
paucisquamus. Entretanto, esta populacdo difere-se de 7. paucisquamus por possuir um
numero maior de contagens de escamas dorsais e ventrais, bem como ndo forma um clado na
arvore filogenética com T. paucisquamus. Freire (2001) coletou quatro exemplares de 7.
paucisquamus nos remanescentes de Mata Atlantica do estado de Alagoas/Brasil com
contagens de escamas dorsais € ventrais que variam respectivamente em 189 — 202 ¢ 173 —
194. Essas contagens s@o maiores das que Dixon e Hendrix (1979) encontraram para 7.
paucisquamus, mas a descricdo foi baseada em apenas dois exemplares. Os espécimes
analisados no presente estudo também possuem contagens maiores de escamas dorsais e
ventrais para 7. paucisquamus, porém, com contagens menores do que as encontradas para a
populagdo de Areia/PB. Considerando esses resultados, a populacdo encontrada em Areia/PB
provavelmente representa uma espécie Sul-Americana ainda ndo descrita para o género
Typhlops. Na arvore filogenética, os individuos amostrados em Areia/PB sdo o grupo irméo
da espécie T. yomenagae, enquanto 1. paucisquamus ¢ T. amoipira apresentam-se como
espécies irmas. Rodrigues e Junca (2002) argumentaram que 7. amoipira e T. yonenagae
seriam espécies fortemente relacionadas, por possuirem similaridades morfologicas,
preferéncias ecologicas e distribuicdo geografica proximas, contudo nossos resultados ndo

corroboram essa hipotese.
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Nao foi possivel estimar os tempos de divergé€ncias entre as espécies, ou entre os
clados intraespecificos devido a saturagdo dos genes mitocondriais utilizados. Esta saturagao
ocorreu nas comparagoes interespecificas, as quais representam as unicas possibilidades atuais
de calibragem do reloégio molecular. Os pontos de calibragem foram baseados nas datas
estimadas por Vidal et al. (2010) em dois pontos: divisdo entre Leptotyphlos e Typhlopoidea
(153 milhdes de anos) e nas espécies das Antilhas (35 milhdes de anos) A saturagdo
(multiplas substituicdes em um mesmo sitio) dos genes ¢ um problema para as datagdes
moleculares quando usados genes que apresentam taxas de mutagdo elevadas ao longo do
tempo, tais como no DNA mitocondrial (Wakeley, 1996). Por exemplo, Adalsteinsson (2009)
usou diversos genes, entre eles mitocondriais e nucleares para datar os tempos de divergéncias
entre as espécies da familia Leptotyphlopidae, e observou que o gene Cyth se apresentou
saturado, portanto esse gene foi retirado das estimativas de tempo de divergéncia. Diversos
trabalhos testam a eficiéncia de diferentes genes para filogenia e avaliam as taxas de Ti/Tv
para cada codon. Halanych e Robinson (1999) analisando as taxas de transi¢do e transversdao
para espécies da familia Leporidae, para o gene Cyth, observaram saturacdo nas trés posigoes
do codon, porém mais evidente na terceira posigdo, devido a isso o gene também foi retirado
das andlises. Os graficos das Figuras 31 e 32 mostraram resultados semelhantes, tanto o gene
Col, como Cytb apresentaram saturagdo para as transi¢des. O gene Col, apresentou saturagao
para terceira posi¢do do codon, enquanto que o Cytbh apresentou saturagdo na primeira ¢ na

terceira posi¢do do codon.

Uma das dificuldades para estimar as taxas de evolugdo molecular e datas de
divergéncia entre as espécies € obter as estimativas confidveis do niimero real de substitui¢cdes
nucleotidicas. Quando um gene apresenta-se saturado, essas estimativas geralmente sdo
erroneas, ora subestimando, outra inflando os tempos de divergéncia entre as espécies. Para
contornar esse problema genes nucleares de evolugdo mais conservada necessitam ser

adicionados na analise.
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6. CONCLUSOES
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6-CONCLUSOES

Com base na variacdo morfologica e molecular da espécie T. brongersmianus e, em

sua comparagdo com outras espécies do género foi possivel concluir:

. As espécies de Typhlops que ocorrem na América do Sul possuem como grupo

irmao as espécies que ocorrem nas Antilhas;

. A espécie T. brongersmianus tem como grupo irmao as espécies provenientes
do Nordeste do Brasil (7. amoipira, T. paucisquamus, T. paucisquamus Areia/PB e T.
yonenagae), essas relagdes sdo fortemente suportadas pelos valores de probabilidade posterior

e bootstrap;

. As espécies que ocorrem em simpatria com 7. brongersmianus na América do
Sul apresentaram-se separadas para MANOVAnp. Apresentando valores de p altamente
significativos, além de apresentar uma porcentagem da varidncia alta entre as unidades
taxondmicas. Entretanto, as espécies apresentam alguns pontos de sobreposicio,
possivelmente o baixo numero amostral para as algumas espécies influenciou nos resultados

dessas analises;

. Tanto as analises moleculares como morfoldgicas mostraram a existéncia de

uma nova espécie de Typhlops proveniente de Areia/PB;

. Os caracteres morfologicos mostraram que 7. brongersmianus apresentou as
subdivisdes populacionais sugeridas por Dixon e Hendrix (1979) e também sdo concordantes
com as unidades genéticas sugeridas pela SAMOVA. Entretanto, os graficos mostram que
existe grande sobreposi¢do dos caracteres ao longo da distribuigdo, além de apresentar uma

baixa porcentagem de variancia entre 0s grupos.

. As analises de AMOVA mostraram que as bacias hidrograficas e os diferentes
dominios morfoclimaticos ndo sdo barreiras efetivas para o fluxo génico de T.
brongersmianus. Porém a SAMOVA indica que a maior porcentagem da varidncia em 7.

brongersmianus é explicada pela formagao de sete grupos;

. Tanto a rede de haplotipos como a arvore filogenética revelaram um individuo
altamente divergente, proveniente de Trancoso/BA, entretanto os caracteres de folidose nao o

diferenciaram de um 7. brongersmianus tipico;
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° Os indices de diverisdade genética para T. brongersmianus sao altos, porém a
espécie sofreu um moderado gargalo populacional seguido de expansdo. Entretanto, mesmo
sofrendo redugdo populacional no passado as linhagens mantiveram linhagens divergentes de

haplétipos;

. O teste de Mantel apresentou forte correlacdo entre a distdncia genética e
geografica, mostrando que 7. brongersmianus ocorre em pequenas unidades genéticas, e que

isso possivelmente deve-se a baixa vagilidade da espécie.
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8. ANEXOS

7.1. ANEXO I: Lista dos espécimes analisados, com suas localidades e Voucher.

Typhlops amoipira (n=9): Brasil - Ibiraba — BA (MZUSP 12299, 12300, 12301, 12303
Paratipos, MZUSP 12298 Holétipo); Aracaji — SE (MZUSP 17464, 17645, 17467, 17468).

Typhlops brongersmianus (n=219): Brasil - Ilha Solteira, SP (IB 33860, 33861, 36487,
36754, 38324, 38325); Aguiarndpolis, TO (IB 75304, 75305); Alcantara, MA (MZUSP
17221); Anaurilandia, MS (IB 63025, 63026); Aragatuba, SP (IB 8964); Aripuana, MT (UFV
1429, 1430, 1440, 1441, 1689, 1690, 1691, Field Number AR11034, 1036, 973, R 1732, 970,
UFMT 4241, 4245); Florianopolis, SC (MCP 7722); Arroio Teixeira, RS (MCP 6723);
Barretos, SP (IB 4753); Bataguagu, MS (MZUSP 11689, 11690, 11691, 11692, 11693, 11694,
11695, 11696, 11697, 11698); Brasilandia, MS (IB 62644); Caceres, MT (MZUSP 11460,
11458, Field Number R1832); Campo Alegre, AL (MZUSP 17271, 17272); Campo Grande,
MS (MZUSP 10100); Capdo da Canoa, RS (MCP 12079); Corumba, MS (MZUSP 4440,
4442, 4443); Cachoeira de Emas, SP (MZUSP 2455); Guarai, TO (MZUSP 12682, 12683,
12684, 13867); Ilhéus, BA (MZUSP 5218 Holétipo, 14685, 14696, S14702, 14687, 14666,
14674); UHE Rio Corumba (Field Number 11074) Indiapord (IB 41837, 41842, 41847,
41851); Jodo Pessoa, PB (MZUSP 10672); Mata do Buraquinho, Jodo Pessoa, PB (UFPB
4470, 4471); Laje, BA (IB 74025); Linhares, ES (IB 76577, ZUEC 1841); Mateiros, TO
(MZUSP 14978, 14979, 14980); Palmas, TO (MZUSP 11508, 11509, 11510, 11512); Passo
do Camaragibe, AL (MZUSP 17729, 17730, 17731); PCH Mosquitdo, GO (MZUSP 17675,
17676, 17677); PCH Santa Edwirges, GO (MZUSP 17776, 17777, 17778, 17779, 17780);
Pereira Barreto, SP (IB 54106, 54107); Petrolina de Goias, GO (MZUSP 12491, 12492,
12493); Primavera, SP (IB 63061); Reserva Bioldgica Guaribas, Rio Tinto, PB (Field Number
RT 019, 020, 022, 025, 052, S/N); Resplendor, MG (UFV 1782); Ribas do Rio Pardo, MS (IB
74589, 74590); Rio Verde, GO (MZUSP 3850); Santa Rita do Pardo, MS (IB 64080, 64081,
MZUSP 11675); Sao Francisco do Conde, BA (Field Number GGS 23, 24, 32); Sdo Mateus,
ES (MZUSP 11597); Sapiranga, BA (IB 55110); Serra da Mesa, GO (MZUSP 11037, 11038);
Tramandai, RS (MCP 0974); Trancoso, BA (Field Number MTR 13542); Trés Lagoas, MS
(IB 75138, MZUSP 4401); Ubajara, CE (IB 76845, 76846, 76847); UHE Luiz Eduardo
Magalhdes, TO (MZUSP 14758, 14898, 14899, 14904, 14900, 14901, 14903); UHE Sérgio
Motta, Rio Pardo, MS (MZUSP 13986); Uruguca, BA (MZUSP16737), Vitéria, ES (UFV
389); Volta Grande, MG (UFV 1291); Vila Bela da Santissima Trindade, na Linha de



75

Transmissdo Rio Madeira (Field Number N421); Alto Taquari, MT (UFMT 6090, 6235);
Araputanga, MT (UFMT 5920, 5921, 4179); Babagulandia, TO (MPEG 23641, 23643);
Braganga, PA (MPEG 6344, 8459, 9972); Chapada dos Guimardes, MT (Field Number R
1831, 1834, 1835, 1836, 1844, 486, 1833, 1837, 1838, 1839, 1840, 1841, 1843, 484, 485, 487,
UFMT 1842, 5833); UHE Manso, Chapada dos Guimardes (MZUSP 14797, 14795, 14785,
14778, 14813, 14786, 14972, 14772, 14812, 14767, 14781, 14814); Curuca, PA (MPEG
21483); Lago Caapiranda-Alter do Chao, PA (INPA H 10682, 10677, 10678, 10679, 10681,
10682, 10683); Lucas do Rio Verde, MT (Field Number RGS 367, 478, 86, R1205); Nova
Lacerda, MT (UFMT 6236, 6239, 6240, 6241); Ourém, PA (MPEG 1266); Poconé, MT
(Field Number R1845, UFMT 5946, 5948, 5949, ZUEC 1159, 893); Porto Estrela, MT (Field
Number R 925); Sao José de Ribamar, MA (UFMA 85); Sdo José do Rio Claro, MT (UFMT
5876); Sapezal, MT (UFMT 5897, 5896); Terra de Areia, RS (MCP 12495); Tucurui, PA
(MPEG 16804); UHE Belo Monte, Vitéria do Xingu, PA (MPEG 19819); Urbano Santos,
MA (MPEG 20534, 20535, 20536, UFMA75); Vale de Sao Domingos, MT (UFMT 6237,
6238, 6242, 6243); Frutal, MG (2720). Paraguai — Baia de Assuncion, Assuncion (IB 10117,
10118, 10119).

Typhlops minuisquamus (n=18): Brasil — Manaus, AM (MZUSP 5233 Paratipo,
7638); Presidente Figueiredo, AM (IB 51726); Faro, PA (MPEG 23085, 23820, INPA 25712,
25713); Jutai, AM (MPEG 23826); Parque Nacional Virua, Caracarai, RR (INPA H25713,
25714). Guiana - Sem Localidade definida, somente ponto GPS, (Field Number H12V6,
H28V6, H37V6, H38V6, H61V6, H84V6, H92V6, H35V6).

T. paucisquamus (n=39): Brasil — Recife, PE (IB 17219 Paratipo); Jodo Pessoa, PB
(MZUSP 8309, 8310, 8311, 8312, 8914, 8915, 8980); Brejo Mata do Pau de Ferro, Areia, PB
(Field Number GAP 232, 233, 238, 240, 242, 243, 244, 247, 252, 253, 254, 255, 258, 260,
266, 276, 275, 290, 299); Reserva Biologica Guaribas, Rio Tinto, PB (Field Number RT 008,
023, 027, 035, 040, 041, 050, 051); Campo Alegre, AL (MZUSP 17273, 17289, 17274);
Caucaia, CE (IB 76985).

Typhlops reticulatus (n=25): Brasil - Porto Velho, RO (IB 52913, 53123); Barcarena,
PA (MPEG 23640); Boa Vista Amana, AM (INPA H10425, 1026); Campus INPA, Manaus,
AM (INPA-H14847); Chaves, Ilha do Marajo, PA (MPEG23681, 23682); Curionopolis, PA
(MPEG 20738); Fazenda Jaburu, Espigdo D'Oeste, RO (INPA H12096); Humberto de
Campos, MA (MNRJ 7851); Monte Dourado, Almerim, PA (MPEG21434, 21435, 21436,
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21437, 21438); Nova Ubirata, MT (UFMT 5345); Oiapoque, AP (MPEG 197); Parque
Nacional Virua, Caracarai, RR (INPA H21663); Presidente Figueiredo, AM (MPEG 17738);
Sdo José de Ribamar, MA (UFMA 92); Sao Luis, MA (MNRIJ 16980, 16981); Sinop, MT
(UFMT 5790); Urucara, AM (MPEG 23526).

Typhlops yonenagae (n=T7): Brasil - Santo Inacio, BA (MZUSP 10086 Holoétipo,
10541, 12497, 12498, 12499, 12500, 12502).
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Tabela 1: Latitude e Longitude em graus decimais dos exemplares que foram medidos e contados

(folidose).

Espécie Localidade Estado Pais Latitude Longitude
T. amoipira Aracaju Sergipe Brasil -109111  -37.0717
T. amoipira Ibiraba Bahia Brasil -10.7894  -42.8231
T. brongersmianus ~ Aguiarnépolis Tocantins Brasil -6.5625 -47.4664
T. brongersmianus  Alcantara Maranh@o Brasil -2.4089 -44.4147
T. brongersmianus  Alter do Chao Para Brasil -2.5036 -54.9525
T. brongersmianus ~ Alto Taquari Mato Grosso Brasil -17.8261  -53.2822
T. brongersmianus ~ Anaurilandia Mato Grosso do Sul Brasil -21.2558  -52.0369
T. brongersmianus  Aragatuba Sdo Paulo Brasil -21.2089  -50.4328
T. brongersmianus  Araputanga Mato Grosso Brasil -15.4711  -58.3531
T. brongersmianus  Aripuana Mato Grosso Brasil -10.1667  -59.4594
T. brongersmianus  Arroio Teixeira Rio Grande do Sul  Brasil -29.7456  -50.0097
T. brongersmianus  Babagulandia Tocantins Brasil -7.2047 -47.7569
T. brongersmianus  Baia de Assuncion Assuncion Paraguai  -25.2667  -57.6667
T. brongersmianus  Barretos Séo Paulo Brasil -20.5572  -48.5678
T. brongersmianus  Bataguagt Mato Grosso do Sul Brasil -21.7142  -52.4222
T. brongersmianus  Braganca Para Brasil -1.0536 -46.7656
T. brongersmianus  Brasilandia Mato Grosso do Sul  Brasil -21.2558  -52.0369
T. brongersmianus  Cacéres Mato Grosso Brasil -16.0706  -57.6789
T. brongersmianus  Cachoeira de Emas Sdo Paulo Brasil -21.91667 -47.35

T. brongersmianus ~ Campo Alegre Alagoas Brasil -9.7819 -36.3508
T. brongersmianus ~ Campo Grande Mato Grosso Brasil -20.4428  -54.6464
T. brongersmianus  Capdo da Canoa Rio Grande do Sul  Brasil -29.7456  -50.0097
T. brongersmianus ~ Chapada dos Guimaraes Mato Grosso Brasil -15.4606  -55.7497
T. brongersmianus ~ Corumba Mato Grosso do Sul Brasil -19.0092  -57.6533
T. brongersmianus ~ Curuga Para Brasil -0.7289 -47.8481
T. brongersmianus  Florian6polis Santa Catarina Brasil -27.5967  -48.5492
T. brongersmianus  Guarai Tocantins Brasil -8.8342 -48.5103
T. brongersmianus  Ilha Solteira Sdo Paulo Brasil -20.4328  -51.3425
T. brongersmianus ~ Ilhéus Bahia Brasil -14.7889  -39.0494
T. brongersmianus  Indiapora Sdo Paulo Brasil -19.9800  -50.2897
T. brongersmianus ~ Jodo Pessoa Paraiba Brasil -7.1150 -34.8631
T. brongersmianus  Laje Bahia Brasil -13.1822  -39.4250
T. brongersmianus  Linhares Espirito Santo Brasil -19.3911  -40.0722
T. brongersmianus  Lucas do Rio Verde Mato Grosso Brasil -13.0503  -55.9111
T. brongersmianus  Mateiros Tocantins Brasil -10.5475  -46.4211
T. brongersmianus ~ Ourém Para Brasil -1.5519 -47.1144
T. brongersmianus ~ Palmas Tocantins Brasil -10.2128  -48.3603
T. brongersmianus  Passo do Camaragibe Alagoas Brasil -9.23833  -35.49333
T. brongersmianus ~ PCH Mosquitdo Goias Brasil -16.3861  -51.5603
T. brongersmianus ~ PCH Santa Edwirges Goias Brasil -14.4878  -46.1131
T. brongersmianus  Pereira Barreto Sdo Paulo Brasil -20.6383  -51.1092
T. brongersmianus  Petrolina de Goias Goias Brasil -16.0950  -49.3381
T. brongersmianus ~ Poconé Mato Grosso Brasil -16.2567  -56.6228
T. brongersmianus  Porto Estrela Mato Grosso Brasil -15.3244  -57.2275
T. brongersmianus ~ Primavera Séo Paulo Brasil -21.9833  -49.9833
T. brongersmianus  Resplendor Minas Gerais Brasil -19.3256  -41.2553
T. brongersmianus  Ribas do Rio Pardo Mato Grosso do Sul  Brasil -20.4431  -53.7592
T. brongersmianus ~ Rio Verde Goias Brasil -17.7977  -50.927
T. brongersmianus  Santa Rita do Pardo Mato Grosso do Sul Brasil -21.2500  -52.8000



T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. minuisquamus
T. minuisquamus
T. minuisquamus
T. minuisquamus
T. minuisquamus
T. minuisquamus
T. paucisquamus
T. paucisquamus
T. paucisquamus
T. paucisquamus
T. paucisquamus
T. paucisquamus
T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. yonenagae

Sao Francisco do Conde

S&o José de Ribamar

Sao José do Rio Claro

Sao Mateus

Sapezal

Sapiranga

Serra da Mesa

Terra de Areia

Tramandai

Trancoso

Trés Lagoas

Tucurui

Ubajara

UHE Luis Eduardo Magalhaes
UHE Sérgio Motta (Rio Pardo)
Urbano Santos

Uruguca

Vale de Sdo Domingos
Vitéria

Vitoria do Xingu

V1. Bela da Santissima Trindade
Volta Grande

Caracarai

Faro

Jutai

Manaus

Presidente Figueiredo
Rio Tinto

Areia

Campo Alegre
Caucaia

Jodo Pessoa

Recife

Barcarena

Boa Vista de Amana
Caracarai

Chaves

Curionopdlis

Espigdo D'Oeste
Humberto de Campos
Manaus

Monte Dourado
Nova Ubirata
Oiapoque

Porto Velho
Presidente Figueiredo
Sdo José de Ribamar
Sao Luis

Sinop

Urucara

Santo Inéacio

Bahia
Maranhao
Mato Grosso
Espirito Santo
Mato Grosso
Bahia

Goias

Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Bahia

Mato Grosso do Sul
Para

Ceara
Tocantins
Mato Grosso do Sul
Maranhao
Bahia

Mato Grosso
Espirito Santo
Para

Mato Grosso
Minas Gerais
Roraima

Para
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Paraiba
Paraiba
Alagoas
Ceara

Paraiba
Pernambuco
Para
Amazonas
Roraima

Para

Para
Rondonia
Maranhao
Amazonas
Para

Mato Grosso
Amapa
Rondonia
Amazonas
Maranhao
Maranhao
Mato Grosso
Amazonas
Bahia

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Guiana
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

-12.6275
-2.5619
-13.4467
-18.7161
-12.9894
-29.6381
-14.1500
-29.5853
-29.9847
-16.5833
-20.7511
-3.7661
-3.8544
-9.75083
-21.704
-3.2078
-14.5931
-15.2938
-20.3194
-2.8800
-15.007
-21.7706
5.540274
1.8161
-2.1714
-2.7467
-3.1019
-2.0344
-6.8031
-6.9633
-6.9633
-3.7361
-7.1150
-8.0539
-1.5058
-2.5711
1.8161
-0.16
-6.1017
-11.5833
-43.4611
-3.1019
-0.8667
-12.9906
3.8431
-8.7619
-2.0344
-2.5619
-2.5297
-11.8642
-2.535833
-11.1144
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-38.6800
-44.0542
-56.7214
-39.8589
-58.7642
-51.0069
-48.0800
-50.0708
-50.1336
-39.0833
-51.6783
-49.6725
-40.9211
-48.3577
-53.271
-43.4036
-39.2844
-59.06083
-40.3378
-52.0100
-59.950
-42.5389
-59.314358
-61.1281
-56.7450
-66.7667
-60.0250
-60.0250
-35.0806
-35.6917
-35.6917
-38.6531
-34.8631
-34.8811
-48.6258
-60.99
-61.1281
-49.9883
-49.5981
-61.0128
-2.5983
-60.0250
-52.5283
-55.2547
-51.8350
-63.9039
-60.0250
-44.0542
-44.3028
-55.5025
-57.76
-42.7192




Tabela 2: Numeros de acessos das sequencias retiradas do banco de dados
NCBI para os genes Citocromo Oxidase I e Citocromo b

Espécie N° de Acesso do NCBI
Col Cyth

Rena humilis AB079597 AB079597

Typhlops platycephalus - AY099992

Gerrhopilus. mirus AM 236345 AM 236345

Typhlops reticulatus NCO010971 NC010971
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Tabela 3: Latitude e Longitude em graus decimais das amostras biologicas sequenciadas neste trabalho.

Espécie Localidade Estado Pais Latitude  Longitude
T. amoipira Aracaju Sergipe Brasil -10.9111 -37.0717
T. brongersmianus ~ Campo Alegre Alagoas Brasil -9.7819 -36.3508
T. brongersmianus  Passo do Camaragibe Alagoas Brasil -9.23833 -35.49333
T. brongersmianus  Barra do Choga Bahia Brasil -14.8811 -40.5794
T. brongersmianus  Ilhéus Bahia Brasil -14.7889 -39.0494
T. brongersmianus  Trancoso Bahia Brasil -16.5833 -39.0833
T. brongersmianus ~ Ubajara Ceéara Brasil -3.8544 -40.9211
T. brongersmianus  Curuzu Cuatia Corrientes Argentina  -29.0666 -58.6166
T. brongersmianus ~ Santo Tomé Corrientes Argentina  -28.09439  -56.68665
T. brongersmianus  Linhares Espirito Santo Brasil -19.3911 -40.0722
T. brongersmianus  Carolina Maranhao Brasil -7.3328 -47.4694
T. brongersmianus  Estreito Maranhéo Brasil -6.5606 -47.4511
T. brongersmianus ~ Campos de Julio Mato Grosso Brasil -13.8994 -59.1475
T. brongersmianus  Cuiaba Mato Grosso Brasil -15.5961 -56.0967
T. brongersmianus  Sapezal Mato Grosso Brasil -12.9894 -58.7642
T. brongersmianus ~ Tesouro Mato Grosso Brasil -16.0792 -53.5525
T. brongersmianus  Bataguagt Mato Grosso do Sul Brasil -21.7142 -52.4222
T. brongersmianus ~ Januaria Minas Gerais Brasil -15.4881 -44.3617
T. brongersmianus  Tasso Fragoso Piaui Brasil -8.4753 -45.7428
T. brongersmianus  Urugui Piaui Brasil -7.2333 -44.5500
T. brongersmianus  Kaieteur National Park Potaro-Siparuni Guiana 3.833 -59.55

T. brongersmianus  General. Obligado Santa Fé Argentina  -28.7312 -59.45315
T. brongersmianus ~ Novo Horizonte Sdo Paulo Brasil -21.4681 -49.2208
T. brongersmianus ~ Guarai Tocantins Brasil -8.8342 -48.5103
T. brongersmianus ~ Mateiros Tocantins Brasil -10.5475 -46.4211
T. brongersmianus  Palmas Tocantins Brasil -10.2128 -48.3603
T. minuisquamus Faro Para Brasil -2.1714 -56.7450
T. minuisquamus - - Guiana 5.540274 -59.314

T. minuisquamus Kaieteur National Park Potaro-Siparuni Guiana 5.216667 -59.4166
T. paucisquamus Areia Paraiba Brasil -6.9633 -35.6917
T. paucisquamus Campo Alegre Alagoas Brasil -6.9633 -35.6917
T. reticulatus Caracarai Roraima Brasil 1.8161 -61.1281
T. reticulatus Colniza Mato Grosso Brasil -9.4092 -59.0250
T. reticulatus Manaus Amazonas Brasil -3.1019 -60.0250
T. reticulatus Montenegro Mato Grosso Brasil -10.2944 -63.3253
T. reticulatus Paramakatoi Potaro-Siparuni Guiana 3.833 -59.55

T. yonenagae Santo Inacio Bahia Brasil -11.1144 -42.7192
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Tabela 4: Codigo das amostras sequenciadas e seus voucher

Espécie Amostra Voucher

T. amoipira TAM 144 MZUSP 17464

T. amoipira TAM 145 MZUSP 17467

T. brongersmianus TBR 001 MZUSP 14235

T. brongersmianus TBR 002 MZUSP 14236

T. brongersmianus TBR 003 MZUSP 14237

T. brongersmianus TBR 004 MZUSP 14238

T. brongersmianus TBR 005 MZUSP 14239

T. brongersmianus TBR 006 MZUSP 14240

T. brongersmianus TBR 007 MZUSP 14241

T. brongersmianus TBR 008 MZUSP 14242

T. brongersmianus TBR 023 FieldNumber R6766

T. brongersmianus TBR 057 MZUSP 14695

T. brongersmianus TBR 058 MZUSP 14696

T. brongersmianus TBR 059 MZUSP 14697

T. brongersmianus TBR 065 FieldNumber UHEJ034

T. brongersmianus TBR 066 FieldNumber UHEJ040

T. brongersmianus TBR 067 FieldNumber UHEJ062

T. brongersmianus TBR 068 FieldNumber UHEJO076

T. brongersmianus TBR 069 FieldNumber UHEJO87

T. brongersmianus TBR 070 FieldNumber TE 09

T. brongersmianus TBR 071 FieldNumber TE 67

T. brongersmianus TBR 072 FieldNumber TE 81

T. brongersmianus TBR 073 FieldNumber 1836

T. brongersmianus TBR 074 FieldNumber 1837

T. brongersmianus TBR 076 FieldNumber DIH 03

T. brongersmianus TBR 077 FieldNumber DIH 04

T. brongersmianus TBR 080 FieldNumber ESTR 02254
T. brongersmianus TBR 088 FieldNumber ESTR00119
T. brongersmianus TBR 089 FieldNumber ESTR 01975
T. brongersmianus TBR 090 FieldNumber MTR 12060
T. brongersmianus TBR 094 FieldNumber MTR 12129
T. brongersmianus TBR 095 Sem Numero

T. brongersmianus TBR 096 FieldNumber MRT 1881
T. brongersmianus TBR 097 FieldNumber MTR 13542
T. brongersmianus TBR 098 FieldNumber MTJ 0038
T. brongersmianus TBR 099 FieldNumber MTR 12082
T. brongersmianus TBR 100 FieldNumber RSNP 0100
T. brongersmianus TBR 101 FieldNumber RSNP 0101
T.brongersmianus TBR 102 FieldNumber RSNP 0099
T. brongersmianus TBR 105 MZUSP 17729

T. brongersmianus TBR 106 MZUSP 17730

T. brongersmianus TBR 107 MZUSP 17731

T. brongersmianus TBR 108 FieldNumber MRT 7319
T. brongersmianus TBR 112 MZUSP 17271

T. brongersmianus TBR 114 IB 76845

T. brongersmianus TBR 116 CHUNB 14584

T. brongersmianus TBR 118 CHUNB 41101

T. brongersmianus TBR 125 FieldNumber RG0O1



T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. brongersmianus
T. minuisquamus
T. minuisquamus
T. minuisquamus
T. paucisquamus
T. paucisquamus
T. paucisquamus
T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. reticulatus

T. yonenagae

T. lumbricalis

TBR 128
TBR 131
TBR 139
TBR 140
TBR 141
TBR 186
T™™U 127
T™™U 130
T™MU 147
TPA 113
TPA 109
TPA 110
TRE 148
TRE 158
TRE 160
TRE 189
TRE 179
TRE 146

UFMT6867

AMNH 141880
FieldNumber 1940 (1973)
FieldNumber 2307 (2340)
FieldNumber 12472 (A2908)
FieldNumber DS 102
MPEG23085

AMNH 140972
FieldNumber PK1401
MZUSP 17289
FieldNumber GAP266
FieldNumber GAP253
FieldNumber UNIBAN 1456
ROM 28368

UFMT6233

FieldNumber Virua592
FieldNumber MTR11148
FieldNumber kdq 1876
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Tabela 5: Lista dos Primers utilizados para amplificacdo dos genes

Citocromo b.

&3

Citocromo Oxidase

Gene Primer Sequéncia Referéncia
Col 7580 5> GCATTYCCACGAATAAATAAYATRAG 3’ Desenvolvido neste
estudo
7582 5" CCTGTTGGAAYTGCRATRATTAT 3’ Desenvolvido neste
estudo
Cytb 7474 5" TCAAAYATCTCAACCTGATGAAAYTTYGG 3° Desenvolvido neste
estudo
7575 5> GGCAAATAGGAAGTATCAYTCTGGYTT 3 Desenvolvido neste

estudo




Tabela 6: Lista das populagdes formadas baseadas nos dominios morfoclimaticos
para ser testados na Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para o gene
mitocondrial Citocromo Oxidase I com seus respectivos grupos e localidades das

populagoes.

Cenarios Grupos Populacoes

Dominios Morfoclimaticos G1: Pampas General Obligado-

(Ab’Saber, 1977) SF/ARG e S.Tomé-
CR/ARG

G2: Cerrado

G3: Floresta Atlantica

G4: Terras baixas da Guiana

G5: Caatinga

Dominios Morfoclimaticos G1: Pampas
(Josse et al., 2003)

G2: Cerrado

Sapezal-MT/BRA,
C.Julio-MT/BRA,
Cuiaba-MT/BRA,
Tesouro-MT/BRA,
Mateiros-TO/BRA,
Palmas-TO/BRA,
Guarai-TO/BRA,
Estreito-MA/BRA,
Carolina-MA/BRA e
Urugui-PI/BRA.

Linhares-ES/BRA,
Nov. Horizonte-
SP/BRA, Ilhéus-
BA/BRA, B. Choga-
BA/BRA, Trancoso-
BA/BRA, C.Alegre-
AL/BRA e
P.Camaragibe-
AL/BRA.

Kaieteur National
Park/ Potaro-
Siparuni/Guiana

Januaria-MG/BRA e
Ubajara-CE/BRA

General Obligado-
SF/ARG e S.Tomé-
CR/ARG

Sapezal-MT/BRA,
C.Julio-MT/BRA,
Cuiaba-MT/BRA,
Tesouro-MT/BRA,
Mateiros-TO/BRA,
Palmas-TO/BRA,
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G3: Floresta Atlantica

G4: Terras baixas da Guiana

G5: Caatinga

G6: Amazonia

Guarai-TO/BRA,
Estreito-MA/BRA,
Carolina-MA/BRA ¢
Urugui-PI/BRA.

Linhares-ES/BRA,
Nov. Horizonte-
SP/BRA, Ilhéus-
BA/BRA, B. Choga-
BA/BRA, Trancoso-
BA/BRA e
P.Camaragibe-
AL/BRA

Kaieteur National
Park/ Potaro-
Siparuni/Guiana

Januaria-MG/BRA e
C. Alegre-AL/BRA

Ubajara-CE/BRA
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Tabela 7: Lista das popula¢des formadas baseadas nas bacias hidrograficas para ser
testadas na Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para o gene mitocondrial
Citocromo Oxidase I com seus respectivos grupos e localidades das populagdes.

Cenarios

Grupos

Populacoes

Rios como barreira ao
fluxo génico 7
grupos

6 grupos

G1: Norte do Rio Amazonas

G2: Ao sudoeste, entre 0s
Rios Paraguai e Parana

G3: Entre o Rio Sdo
Francisco e Tocantins

G4: Rio Parana.

G5: Sul do Rio Amazonas,
entre os Rios Paraguai,
Parana e Tocantins.

G6: Entre o Rio Doce e Rio
Jequitinhonha

G7: Entre Rio das Contas e
Rio Pardo

G1: Norte do Rio Amazonas

G2: Ao sudoeste, entre os
Rios Paraguai e Parana

G3: Entre o Rio Sdo
Francisco e Tocantins

G4: Rio Parana.

G5: Sul do Rio Amazonas,
entre os Rios Paraguai,

Kaieteur National Park/ Potaro-
Siparuni/Guiana

General Obligado-SF/ARG e S.Tomé-
CR/ARG

Mateiros-TO/BRA, Palmas-TO/BRA,
Guarai-TO/BRA, Estreito-MA/BRA,
Urucui-PI/BRA, C.Alegre-AL/BRA,
Ubajara-CE/BRA, Carolina-MA/BRA
e P.Camaragibe-AL/BRA e Januaria-
MG/BRA

N. Horizonte-SP/BRA

Sapezal-MT/BRA, C.Julio-MT/BRA,
Cuiaba-MT/BRA e Tesouro-MT/BRA

Linhares-ES/BRA e Trancoso-
BA/BRA

I1héus-BA/BRA e B. Choga-BA/BRA

Kaieteur National Park/ Potaro-
Siparuni/Guiana

General Obligado-SF/ARG e S.Tomé-
CR/ARG

Mateiros-TO/BRA, Palmas-TO/BRA,
Guarai-TO/BRA, Estreito-MA/BRA,
Urugui-PI/BRA, C.Alegre-AL/BRA,
Ubajara-CE/BRA, Carolina-MA/BRA
e P.Camaragibe-AL/BRA ¢ Januaria-
MG/BRA

N. Horizonte-SP/BRA

Sapezal-MT/BRA, C.Julio-MT/BRA,



5 grupos

Parana e Tocantins.

G6: Entre o Rio das Contas e
Rio Doce

G1: Norte do Rio Amazonas

G2: Ao sudoeste, entre o0s
Rios Paraguai e Parana

G3: Entre o Rio Sdo
Francisco e Tocantins

G4: Sul do Rio Amazonas,
entre os Rios Paraguai,
Parana e Tocantins

G5: Entre o Rio Sdo
Francisco e Rio Parana
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Cuiaba-MT/BRA e Tesouro-MT/BRA

Linhares-ES/BRA, Trancoso-
BA/BRA, Ilhéus-BA/BRA ¢ B.
Choga-BA/BRA

Kaieteur National Park/ Potaro-
Siparuni/Guiana

General Obligado-SF/ARG e S.Tomé-
CR/ARG

Mateiros-TO/BRA, Palmas-TO/BRA,
Guarai-TO/BRA, Estreito-MA/BRA,
Urugui-PI/BRA, C.Alegre-AL/BRA,
Ubajara-CE/BRA, Carolina-MA/BRA
e P.Camaragibe-AL/BRA e Januaria-
MG/BRA

Sapezal-MT/BRA, C.Julio-MT/BRA,
Cuiaba-MT/BRA e Tesouro-MT/BRA

Linhares-ES/BRA, Trancoso-
BA/BRA, Ilhéus-BA/BRA, B. Choga-
BA/BRA e N. Horizonte-SP/BRA
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Tabela 8: Localidades dos grupos morfoldgicos utilizados para a MANOV Anp,
sugeridos pela SAMOVA (K=7).

Sexo Grupo

Localidade

Fémeas
Gl (n=27)

G2 (n=1)
G3

G4 (n=3)

G5 (n=8)
G6 (n=18)

G7 (n=15)

Machos
G1 (n=33)

G2(n=0)
G3 (n=6)

G4 (n=2)

G5 (n=3)
G6 (n=24)

G7 (n=15)

BRASIL: Ilhéus/BA, Jodo Pessoa/PB, Laje/BA, Rio
Tinto/PB, Sao Francisco do Conde/BA, Sapiranga/BA,
Urucuca/BA, Anaurilandia/MS, Aracatuba/SP, Barretos/SP,
Bataguact/MS, Ilha Solteira/SP, Indiapord/SP, Pereira
Barreto/SP, Primavera/SP, Santa Rita do Rio Pardo/MA, Trés
Lagoas/MS, Rio Pardo/MS

BRASIL: Trancoso/BA

BRASIL: Mateiros/TO, Palmas/TO, UHE Luiz Eduardo
Magalhaes/TO

BRASIL: Lucas do Rio Verde/MT

BRASIL: Linhares/ES,Volta Grande/MG

BRASIL: Ubajara/CE, Aguirnépolis/TO, Aripuand/MT,
Corumba/MS, Guarai/TO, UHE Manso/MT. PARAGUALI:
Baia de Assuncion/Assuncion

BRASIL: Campo Grande/MS, PCH Mosquitdo/GO, PCH
Santa Edwirges/GO, Petrolina de Goias/GO, Ribas do Rio
Pardo/MS, Rio Verde/GO, Serra da Mesa/GO, UHE
Corumba/GO

BRASIL: Bataguacu/MS, Brasilandia/MS, Santa Rita do Rio
Pardo/MS, Trés Lagoas/MS, Cachoeira de Emas/SP, Ilha
Solteira/SP, Indiapora/SP, Campo Alegre/AL, Passo do
Camaragibe/AL, Ilhéus/BA, Jodo Pessoa/PB, Rio Tinto/PB

BRASIL: Mateiros/TO, Palmas/TO, UHE Luiz Eduardo
Magalhaes/TO

BRASIL: Sapezal/MT

BRASIL: Sao Matheus/ES, Vitoria/ES, Resplendor/MG
BRASIL: Ubajara/CE, Aguirnépolis/TO, Aripuand/MT,
Corumba/MS, Guarai/TO, UHE Manso/MT, Caceres/MT,
Alcantara/MA, Arroio Teixeira/RS, Capdao da Canoa/RS,
Terra de Areia/RS, Floriandpolis/SC. PARAGUAI: Baia de
Assuncion/Assuncion

BRASIL: Petrolina de Goias/GO, PCH Mosquitdo/GO
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Tabela 12: Lista de Haplotipos incluindo as amostras sequenciadas com suas respectivas localidades

para os genes mitocondriais Citocromo Oxidase I, Citocromo b e genes concatenados.

ID Localidades H (Col) H (Cyth) H Concatenados
(Col+Cytb)

Tbr 001 Ilhéus/BA ColH1 CybH1 C.H1
Tbr 002 Ilhéus/BA ColH1 CybH2 C.H2
Tbr 003 Ilhéus/BA ColH1 CybH3 C.H3
Tbr 004 Ilhéus/BA ColH1 CybH3 C.H3
Tbr 005 Ilhéus/BA ColH1 CybH3 C.H3
Tbr 006 [Théus/BA ColH1 CybH4 C.H4
Tbr 007 Ilhéus/BA ColH2 CybH3 C.H5
Tbr 008 Ilhéus/BA ColH1 CybH3 C.H3
Tbr 023 Bataguagu/MT - CybH5 -
Tbr 057 [Théus/BA ColH3 CybH6 C.H6
Tbr 065 Sapezal/MT ColH4 CybH7 C.H7
Tbr 067 Sapezal/MT ColH6 CybH8 C.H8
Tbr 068 Sapezal/MT ColH5 CybH9 C.H9
Tbr 069 Sapezal/MT ColH7 CybHS8 C.H10
Tbr 070 Tesouro/MT ColH8 CybH10 C.HI11
Tbr 071 Tesouro/MT ColH9 CybH10 C.H12
Tbr 072 Tesouro/MT CoIH9 CybH10 C.H12
Tbr 074 Sapezal/MT ColH10 - -
Tbr 076 Campos de Julio/MT ColH11 CybH11 C.H13
Tbr 077 Campos de Julio/MT ColH12 - -
Tbr 080 Estreito/MA ColH13 CybH12 C.H14
Tbr 088 Carolina/MA ColH14 CybH13 C.H15

Tbr 089 Estreito/MA ColH13 - -



Tbr 090

Tbr 094

Tbr 095

Tbr 096

Tbr 097

Tbr 098

Tbr 099

Tbr 100

Tbr 101

Tbr 102

Tbr 105

Tbr 106

Tbr 107

Tbr 108

Tbr 112

Tbr 114

Tbr 116

Tbr 118

Tbr 125

Tbr 128

Tbr 131

Tbr 139

Tbr 140

Tbr 141

Linhares/ES
Linhares/ES
Palmas/TO
Urugui/PI
Trancoso/BA
Januaria/MG
Linhares/ES
Novo Horizonte/SP
Novo Horizonte/SP
Novo Horizonte/SP
Passo do Camaragibe/AL
Passo do Camaragibe/AL
Passo do Camaragibe/AL
Guarai/TO
Campo Alegre/AL
Ubajara/CE
Palmas/TO
Mateiros/TO
Barra do Choga/BA
Cuiabd/MT
Guiana
Curuzu Cotia/Corrientes/ ARG
General Obligado/Santa
F¢/ARG

Santo Tomé/Corrientes/ ARG

ColH15

ColH16

ColH17

ColH18

ColH19

ColH20

ColH16

ColH1

ColH1

ColH21

ColH21

ColH22

ColH23

ColH24

ColH25

ColH25

ColH1

ColH26

ColH27

ColH28

ColH29

CybH14
CybH14
CybH15
CybH16
CybH17

CybH18

CybH19
CybH19
CybH19

CybH20

CybH20

CybH21

CybH15

CybH22

CybH6

CybH23

CybH24

CybH25
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C.H16

C.H17

C.H18

C.H19

C.H20

C.H21

C.H22

C.H22

C.H24
C.H25
C.H26
C.H27

C.H28

C.H29
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Tabela 15: Lista das populacdes formadas baseadas nos agrupamentos sugeridos pela
SAMOVA para o gene mitocondrial Citocromo Oxidase I com seus respectivos grupos

e localidades das populagdes.

Cenarios

Grupos

Populacoes

SAMOVA (K=7)

K1

K3

K4

K5

K6

K7

I1héus-BA/BRA, B. Chocga-
BA/BRA, P.Camaragibe-
AL/BRA, C. Alegre-AL/BRA
e N. Horizonte-SP/BRA

Trancoso-BA/BRA

Palmas-TO/BRA e Mateiros-
TO/BRA

Sapezal-MT/BRA
Linhares-ES/BRA

C.Julio-MT/BRA, Cuiaba-
MT/BRA, Kaieteur National
Park/ Potaro-Siparuni/Guiana,
General Obligado-SF/ARG,
S.Tomé-CR/ARG, Ubajara-
CE/BRA, Estreito-MA/BRA,
Guarai-TO/BRA e Carolina-
MA/BRA

Tesouro-MT/BRA, Januaria-
MG/BRA e Urugui-PI/BRA
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7.3: ANEXO III
Legenda das Figuras

Figura 1: Exemplares do género Typhlops. A) Exemplar de Typhlops brongersmianus (Foto:
Rafael Balestrin) B) Exemplar de Typhlops reticulatus. (Foto: Ina Cavlac).

Figura 2: Distribuicdo de Typhlops brongersmianus segundo Dixon e Hendrix (1979)
representada pelos tridngulos na cor marrom. Os circulos em azul claro representam os pontos

observados neste estudo.

Figura 3: Distribuicdo dos exemplares que foram utilizados para as analises morfoldgicas.
Quadrado azul: Typhlops brongersmianus, circulo cinza: Typhlops reticulatus, circulo verde:
Typhlops minuisquamus, circulo laranja: Typhlops amoipira, circulo marrom: Typhlops

paucisquamus e circulo preto: Typhlops yonenagae.

Figura 4: Distribuicdo das amostras sequenciadas. Quadrado azul: Typhlops brongersmianus,
circulo cinza: Typhlops reticulatus, circulo verde: Typhlops minuisquamus, circulo laranja:
Typhlops amoipira, circulos marrom: Typhlops paucisquamus ¢ circulo preto: Typhlops

yonenagae.
Figura 5: Grafico da relacdo TL x SVL para machos e fémeas.

Figura 6: Grafico da relacdo TL x SVL para populagdo leste e oeste. A) Machos ¢ B)

Fémeas.

Figura 7: Boxplot das contagens das escamas dorsais entre machos e fémeas para as

populagdes leste e oeste.

Figura 8: Boxplot das contagens das escamas ventrais entre machos e fémeas para as

populagdes leste e oeste.

Figura 9: Boxplot das contagens das escamas subcaudais entre machos e fémeas para as

populagdes leste e oeste.

Figura 10: Grafico da relagdo do nimero de escamas dorsais x ventrais para populagao leste e

oeste.
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Figura 11: Representagdo dos agrupamentos formados com as amostras analisadas
morfologicamente baseadas na sobreposi¢cdo dos poligonos formados pela SAMOVA no

mapa de distribui¢do. Os sete grupos formados estdo indicados na figura.

Figura 12: Grafico de dispersdo 1° Coordenada Principal x 2° Coordenada Principal para as

populagdes sugeridas por Dixon e Hendrix (1979). A) Fémeas e B) Machos.

Figura 13: Gréfico de dispersdo 1° Coordenada Principal x 2° Coordenada Principal para os
agrupamentos sugeridos pela SAMOVA. A) Fémeas e B) Machos. Cada simbolo (1-7)
representa um grupo foramado pela SAMOVA.

Figura 14: Grafico de dispersdo 1° Coordenada Principal x 2° Coordenada Principal para as

unidades taxonomicas. A) Machos e B) Fémeas.

Figura 15: Sutura nasal de dois exemplares de Typhlops. A) sutura nasal completa (Typhlops
lehneri) B) sutura nasal incompleta (Typhops brongersmianus). Figura modificada de Dixon e

Hendrix, 1979.

Figura 16: Grafico de variacdo das contagens das escamas dorsais com as médias para as

espécies analisadas.

Figura 17: Grafico de variagdo das contagens das escamas ventrais com as médias para as

espécies analisadas.

Figura 18: Representagdo do corpo das espécies, divididos em porgdo anterior, meio e
posterior. As porcentagens representam as freqii€ncias dos individuos para cada classe de

numero de fileiras de escamas.

Figura 19: Rede de Haplotipos para o gene mitocondrial Citocromo Oxidase 1. Grupo 1:
Preto, Grupo 2: Azul, Grupo 3: Vermelho, Grupo 4: Verde Oliva, Grupo 5: Azul Claro, Grupo
6: Laranja, Grupo 7: Verde, Grupo 8: Amarelo e Grupo 9: Rosa.

Figura 20: Rede de Haplotipos para o gene mitocondrial Citocromo b. Grupo 1: Preto, Grupo
2: Azul, Grupo 3: Vermelho, Grupo 4: Verde Oliva, Grupo 5: Cinza, Grupo 6: Azul Claro,
Grupo 7: Laranja, Grupo 8: Verde, Grupo9: Amarelo e Grupo 10: Rosa.

Figura 21: Rede de Hapldtipos para os genes mitocondriais concatenados (Citocromo

Oxidase I + Citocromo b). Grupo 1: Preto, Grupo 2: Azul, Grupo 3: Vermelho, Grupo 4:
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Verde Oliva, Grupo 5: Marrom, Grupo 6: Azul Claro, Grupo 7: Laranja, Grupo 8: Verde,
Grupo9: Amarelo e Grupo 10: Rosa.

Figura 22: Haplotipos do gene Mitocondrial Citocromo Oxidase I plotados no mapa. Grupo
1: Preto, Grupo 2: Azul, Grupo 3: Vermelho, Grupo 4: Verde Oliva, Grupo 5: Cinza, Grupo 6:
Azul Claro, Grupo 7: Laranja, Grupo 8: Verde, Grupo9: Amarelo e Grupo 10: Rosa.

Figura 23: Haplotipos do gene Mitocondrial Citocromo b plotados no mapa. Grupo 1: Preto,
Grupo 2: Azul, Grupo 3: Vermelho, Grupo 4: Verde Oliva, Grupo 5: Cinza, Grupo 6: Azul
Claro, Grupo 7: Laranja, Grupo 8: Verde, Grupo9: Amarelo e Grupo 10: Rosa.

Figura 24: Haplotipos dos genes Mitocondriais concatenados plotados no mapa. (Citocromo
b e Citocromo Oxidase I). Grupo 1: Preto, Grupo 2: Azul, Grupo 3: Vermelho, Grupo 4:
Verde Oliva, Grupo 5: Marrom, Grupo 6: Azul Claro, Grupo 7: Laranja, Grupo 8: Verde,
Grupo9: Amarelo e Grupo 10: Rosa.

Figura 25: Mismatch distribution. A) Gene Mitocondrial Citocromo Oxidase 1. B) Gene
Mitocondrial Citocromo b. C) Genes Mitocondriais concatenados (Citocromo Oxidase 1 e

Citocromo b).

Figura 26: Grafico da distancia genética x distdncia geografica para o gene Mitocondrial

Citocromo Oxidase I.

Figura 27: Grafico da distancia genética x distdncia geografica para o gene Mitocondrial

Citocromo b.

Figura 28: Arvore Bayesiana dos genes concatenados com valores de suporte da
probabilidade posterior (acima do clado) e Bootstrap (abaixo do clado) Clados marcados com
* possuem suportes de probabilidade posterior inferiores a 0,85 e Bootstrap inferior a 70% e

ndo sdo representados na figura. Clados com # ndo recuperou na parcimoénia.

Figura 29: Arvore Bayesiana dos genes concatenados com valores de suporte da
probabilidade posterior (acima do clado) Clados com suportes inferiores a 0,85 nao sao
representados na figura. Grupo 1: Rosa, Grupo 2: Verde Oliva, Grupo 3: Verde, Grupo 4:
Vermelho, Grupo 5: Laranja, Grupo 6: Azul Claro, Grupo 7: Amarelo, Grupo 8: Azul, Grupo
9: Preto.
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Figura 30: Representacdo da arvore filogenética, a qual estd sobreposta ao mapa de
distribui¢do dos grupos definidos pelos principais clados. Grupo 1: Rosa, Grupo 2: Verde
Oliva, Grupo 3: Verde, Grupo 4: Vermelho, Grupo 5: Laranja, Grupo 6: Azul Claro, Grupo 7:
Amarelo, Grupo 8: Azul, Grupo 9: Preto.

Figura 31: Analise de Saturagdo: Grafico mostrando as freqii€ncias de transi¢oes (vermelho)
e transversdes (azul) em relagdo a distancia genética para o gene Citocromo Oxidase 1. A)

primeira posi¢do do codon. B) segunda posi¢do do cddon. C) terceira posi¢ao do cddon.

Figura 32: Analise de Saturagdo: Grafico mostrando as freqiiéncias de transi¢gdes (vermelho)
e transversdes (azul) em relagdo a distdncia genética para o gene Citocromo b. A) primeira

posicdo do codon. B) segunda posigao do cédon. C) terceira posi¢do do codon.
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