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Resumo

A diagonal de areas abertas separa 0s dois grandes blocos de formacGes florestais da
América do Sul, Floresta Amaz6nica e Mata Atlantica, e é formada pela unido de trés
conjuntos de formacGes vegetacionais no centro do continente: Caatinga, Cerrado e
Chaco. Estas regides possuem uma herpetofauna diversa e com muitas espécies
endémicas. O género de serpentes Psomophis € composto por trés espécies (P. joberti,
P. genimaculatus e P. obtusus) e estd amplamente distribuido nesta regido. Entretanto,
dados precisos de ocorréncia dos organismos Sa30 escassos, e 0 processo de
diversificacdo das biotas nestas regides ainda é pouco compreendido. O presente
trabalho objetiva estudar as relacbes de parentesco e a biogeografia de Psomophis,
contribuindo para compreender a biogeografia da diagonal de areas abertas neotropicais.
As relacOes intra e interespecificas do grupo foram inferidas a partir das sequéncias dos
genes 12S, 16S, C-mos e NGFB. As andlises filogenéticas foram realizadas pelos
métodos de maxima verossimilhanca e inferéncia bayesiana. Utilizamos os pontos de
coordenadas geogréficas das trés espécies, obtidos de literatura taxondmica e de
exemplares depositados em museus para elaboracdo de mapas e analises biogeogréaficas.
Modelos de distribuicdo potencial foram realizados para cada espécie, utilizando as
varidveis bioclimaticas recentes da regido neotropical. A partir destes dados, foram
confeccionados mapas de distribuicdes realizadas e potenciais das espécies e linhagens.
Finalmente, analisamos as identidades de nicho para cada clado, assim como a
existéncia de uma barreira biogeografica atual em suas distribuicdes. Realizamos ainda
uma analise de reldgio molecular relaxado para estimar o tempo de divergéncia de cada
espécie. As areas ancestrais de cada clado foram obtidas com base em inferéncia
bayesiana implementada no programa Rasp. Os principais parametros de diversidade
genética foram calculados para P. joberti e a relacdo entre os hapl6tipos foi obtida por
median-joining. As espécies de Psomophis apresentaram baixa diversidade
intraespecifica, alta diferenciacdo interespecifica e monofiletismo reciproco. A
divergéncia do género data do Oligoceno Médio (~30 Ma) e as divergéncias entre as
espécies foram datadas entre o meio e final do Mioceno (~13-7 Ma). Psomophis é
encontrado em toda a extensdo da diagonal de areas abertas e em areas adjacentes, como
a regido dos Pampas. Cada espécie apresenta relagdo com uma ou duas grandes
formacdes vegetacionais inseridas nesta diagonal. Pela analise de identidade de nicho,
obtivemos divergéncias significativas entre cada espécie e a indicacdo da existéncia de
barreiras entre a distribuicdo das espécies de Psomophis. Observamos que a possivel
area ancestral do grupo esta na regido ao sul do Chaco e norte dos Pampas. Ainda, 0
segundo evento de cladogénese no grupo provavelmente se deu em razdo do surgimento
da depressdo do alto Paraguai, entre o Cerrado e Chaco, onde atualmente se situam as
baixadas do Pantanal. O padrdo de distribui¢do e diferenciacdo do grupo corrobora a
hipo6tese de regionalizacdo que postula a inclusdo dos Pampas e Monte como &reas da
provincia Chaquenha, junto com Cerrado, Chaco e Caatinga. O padrdo observado,
também, indica uma maior relacdo do Cerrado com Chaco com populages relictuais na
regido da Caatinga. Finalmente, este trabalho inclui uma compilagéo completa de dados
moleculares e de distribuicdo e portanto é o mais significativo sobre Psomophis desde a
sua descrigéo.



Abstract

The South American arid diagonal occurs between two large blocks of forest
formations, Amazon and Atlantic Forest, and is formed by three open vegetation
regions in the center of the continent: Caatinga, Cerrado and Chaco. These regions have
a diverse herpetofauna and many endemic species. The genus of snakes Psomophis
comprises three species (P. joberti, P. genimaculatus, and P. obtusus) and is widely
distributed in this region. However, their relationships and distribution are still poorly
understood. The present work aims to study the evolutionary relationships and
biogeography of Psomophis to bring new data about the biogeography the South
American open diagonal. For estimating the intra- and interspecific relationship we used
molecular data from the genes 12S, 16S, C-mos and NGFB. Phylogenetic analyses were
performed by maximum likelihood and Bayesian inference. We used geographic
coordinates points of the three species for mapping and performing biogeographic
analyses. These point locality records were obtained by checking taxonomic literature
and localities of verified specimens deposited in museums. The estimation of potential
distributions was performed for each species, using recent bioclimatic variables for the
Neotropical region. Based on these models we built observed and potential distribution
maps. Finally, we analyzed niche identities for each pair of species, as well as the
presence of biogeographical barriers between current distributions. We also performed a
relaxed molecular clock dating to estimate the divergence time of each species. The
ancestral area of each clade was inferred based on Bayesian analyses implemented in
the software Rasp. Measures of genetic diversity were estimated for P. joberti and the
relationship between haplotypes was obtained by median-joining. The species of
Psomophis showed low intraspecific diversity and high interspecific differences with
high supported reciprocal monophyly. The divergence date of the genus was estimated
in the Oligocene (~ 30 Ma) and the differences between species were dated from the
middle to late Miocene (~ 13 - 7 Ma). Psomophis is found throughout the South
American arid diagonal and in adjacent areas, such as the Pampas region. Each species
is associated to one or two major vegetation formations included in this diagonal. We
obtained significant niche identity differences between each species and indications that
there are barriers between species distributions. The probable ancestral area of this
group is between southern portions of the Chacos and northern part of the Pampas. The
second divergence event in the group probably occurred between Cerrado and Chaco,
after the subsidence of the Upper Paraguay depression, in the Pantanal lowlands. The
distribution pattern and differentiation of the group supports the hypothesis that Pampas
and Monte regions should be included as a biogeographical unit along with Cerrado,
Chaco and Caatinga (the Chacoan region of Morrone). The observed pattern also
indicates a close relationship between Cerrado and Chaco with only relictual, isolated
populations in the Caatinga. Finally, we presented here a comprehensive compilation of
molecular and distribution data, and therefore this is the most significant study about
Psomophis since its description.
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INTRODUCAO

A diagonal de areas abertas € uma regido biogeografica Neotropical de climas
variados, indo de regides intertropicais a subtropicais, dominadas por savanas ou
florestas caducifdlias (Ab Saber, 1977), separando dois grandes macigos florestais da
Ameérica do Sul: a Floresta Amazo6nica e a Mata Atlantica (Morrone & Coscaron, 1996;
Vanzolini, 1963). Possui como principais caracteristicas a diversidade de paisagens, de
topografia e da biota (Rizzini, 1979; Colli et al., 2002; Macedo, 2002; Oliveira et al.,
2003; Werneck, 2011; Werneck et al., 2012b). Inserida nessa regido biogeogréafica
temos trés principais formacOes vegetacionais, a Caatinga, o Cerrado e o Chaco
(Porzecanski & Cracraft, 2005; Vanzolini, 1963). Diferentemente desta classificagéo,
Morrone (2001) refere-se a esta regido como sub-regido Chaquenha, onde inclui
também outras formacdes vegetacionais como a regido dos Pampas e o Monte, uma
formacédo vegetacional a oeste do Chaco (Figura 1).

Inicialmente a diagonal era considerada uma regido com fauna similar entre suas
diferentes formacdes vegetacionais, em decorréncia de amplos eventos de disperséo e
intercdmbio faunistico (Schmidt & Inger, 1951; Vanzolini, 1963). Porém, estudos
zoogeograficos e principalmente herpetofaunisticos recentes demonstram que estas
regibes possuem uma alta diversidade e grande namero de espécies endémicas, em geral
associadas a cada uma das grandes areas que comporta (Colli et al., 2002; Rodrigues,
2003; Souza, 2005; Nogueira et al., 2011). Alguns estudos zoogeograficos indicam que
o Cerrado e o Chaco compartilham uma historia mais recente em relacdo a Caatinga
(Porzecanski & Cracraft, 2005; Colli, 2005; Zanella, 2002), porém outras hipoteses
apontam para uma histéria recente compartilhada por Chaco e Caatinga, sendo o
Cerrado o mais diferenciado destas regides (Vanzolini, 1974; Haffer, 1985). Finalmente,

uma altima hipdtese descreve que o Cerrado esta mais relacionado com as savanas do
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escudos das Guianas do que as formacdes abertas adjacentes (Silva, 1995; Werneck et
al., 2012b). Diferentes eventos geologicos foram descritos para toda a regido, como o
soerguimento dos Andes e do planalto central no Brasil, que podem ter gerado um
importante efeito vicariante entre Chaco e Cerrado (Colli, 2005; Porzecanski &
Cracraft, 2005; Nogueira et al., 2011). Entretanto, maiores estudos sobre esta diagonal
s80 necessarios para o entendimento da sua histéria biogeogréafica. O género Psomophis,
por ocorrer amplamente nestas grandes regides e por ter seu monofiletismo bem
corroborado (Myers & Cadle, 1994; Grazziotin et al., 2012) ¢ um bom candidato a
estudos que visem compreender padrbes e processos de diferenciacdo bioldgica nos
ambientes abertos neotropicais.

Estudos recentes demonstram que a utilizacdo de dados filogenéticos e de
distribuicdo de espécies amplamente distribuidas podem indicar ndo sé os padrdes e
processos que geraram diversificacdo nestes grupos (Morando et al., 2003; Raxworthy
et al., 2007; Rissler & Apodaca, 2007), mas também elucidar a historia das formacdes
vegetacionais em que se encontram. Como exemplo, ha estudos sobre a Patagdnia
utilizando o género de lagarto Liolaemus (Morando et al., 2003) e sobre anuros na bacia
Amazonia (Santos et al., 2009) e na floresta Atlantica (Carnaval et al., 2009). Estudos
comparativos como estes também foram realizados com vertebrados nas matas tropicais
australianas (Schneider et al., 1998) e com diferentes organismos distribuidos em uma
regido dos Estados Unidos (Soltis et al., 2006). Por fim, temos exemplos dos trabalhos
realizados com lagartos do género Phyllopezus (Werneck et al., 2012a) e roedores
(Almeida et al., 2007) que discutem os processos de diversificagdo dentro da diagonal
de areas abertas neotropicais. Estes Ultimos trabalhos demonstram que o Cerrado € peca
central na diversificacdo destas espécies, sendo o soerguimento do Planalto Central

(~7-5Ma) um evento muito importante para a divergéncia destes grupos.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Neste contexto, estudos de modelagem de nicho também vém sendo apontados
como ferramenta importante em trabalhos sobre biogeografia e biologia evolutiva
(Araujo & Guisan, 2006; Kozak, Graham, & Wiens, 2008), mitigando lacunas amostrais
amplas, comuns em serpentes Neotropicais e favorecendo melhores descricdes e
interpretacdes dos padrbes de distribuicdo das espécies. Uma das principais abordagens
¢ analisar as sobreposi¢cdes entre modelos de nicho de diferentes espécies ocorrentes em
uma mesma regido para auxiliar a compreender a historia geogréafica das areas (Warren
et al., 2008), investigando quais possiveis eventos biogeograficos estdo relacionados a
diversificacdo das espécies, a partir da deteccdo de possiveis barreiras ambientais
recentes em suas distribuicdes (Glor & Warren, 2011). Estas barreiras podem ser
propostas de duas maneiras: (1) quando cada modelo de nicho apresenta caracteristicas
ambientais muito distintas e as condi¢cbes ambientais se modificam ao longo de um
gradiente ambiental, formando uma barreira gradual na distribuicdo das espécies, ou (2)
através de uma barreira fisica ou de ambientes poucos propicios a presenca das espécies,
que separa dois blocos de ocorréncia potencial, havendo caracteristicas ambientais
similares em cada lado da barreira e equivaléncia no nicho das espécies (Glor &
Warren, 2011).

O género Psomophis possui uma distribuicdo ampla ao longo da diagonal de
areas abertas sul-americanas (Myers & Cadle, 1994), estendendo-se ainda para a regiao
dos Pampas (Scrocchi & Giraudo, 1997), ocorrendo em todas as formacgoes
vegetacionais inseridas na diagonal. Este género conta atualmente com trés espécies:
Psomophis genimaculatus (Boettger, 1885), P. obtusus (Cope, 1864) e P. joberti
(Sauvage, 1884), sendo que cada uma delas ocorre em diferentes formacOes
vegetacionais dentro da diagonal de areas abertas. Esse género dispde de poucos estudos

sobre suas relagdes intra- e interespecificas (Myers & Cadle, 1994; Grazziotin et al.,
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2012) e dados atuais sobre os padrdes de distribuicdo do género e de cada especie sdo
ainda esparsos. O ultimo trabalho relevante sobre o género foi realizado ha mais de duas
décadas, no inicio dos anos 90 (Myers & Cadle, 1994).

Aqui visamos analisar as relagdes intra e interespecificas das espécies do no
género Psomophis, utilizando dados moleculares e de distribuicdo. Analisaremos
também os processos de diversificacdo do género, com a filogenia datada, verificando
potenciais areas ancestrais a partir dos dados de distribuicdo. Por fim, iremos investigar
possiveis barreiras na distribuicdo e diferencas de nicho das espécies de Psomophis,

para assim descrever a biogeografia do grupo nas areas abertas neotropicais.

MATERIAL E METODOS
Dados moleculares

Os dados moleculares foram obtidos de 24 individuos do género, sendo 17 de
Psomophis joberti, seis de P. genimaculatus e um de P. obtusus. Xenodon merremi,
Alsophis elegans, Conophis lineatus e Crisantophis nevermanni foram utilizados como
grupos externos nas analises filogenéticas. Sequenciamos trés fragmentos de DNA
sendo dois mitocondriais (12S, 16S) e um nuclear (c-mos), escolhidos por serem
iniciadores ja descritos e usados em estudo com filogenia de Xenodontinae
sulamericanos (Zaher et al., 2009). Incluimos também o gene nuclear NGFB, marcador
utilizado em trabalho recente de parentesco de répteis Squamata (Wiens et al., 2012).

As sequéncias utilizadas para os grupos externos foram retiradas do Genbank
(Tabela 01), enquanto que as sequéncias dos especimes utilizados em nossas analises
foram obtidas dos tecidos oriundos das colecbes herpetoldgicas, em sua maioria de

figado conservado em alcool absoluto.
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Para a extracdo do DNA de cada exemplar foi usado o kit DneasyTMTissue
(QIAGEN) seguindo o protocolo do fabricante. Com o DNA obtido da extracdo,
amplificamos as sequéncias utilizando os seguintes iniciadores: para 0 gene 12S rRNA,
L1091mod (5 CAA ACT AGG ATT AGA TAC CCT ACT AT 3°) ¢ H1557mod (5’
GTA CRC TTA CCW TGT TAC GAC TT 3’) (Zaher et al., 2009); para o gene 16S
rRNA, L2510mod (5 CCG ACT GTT TAM CAA AAA CA 3’) e H3056mod (5° CTC
CGG TCT GAA CTC AGA TCA CGT RGG 3’) (Zaher et al., 2009). Para os dois genes
utilizamos os mesmos parametros de temperatura no termociclador, sendo utilizado
94°C por cinco minutos para desnaturacdo, seguido de 30 vezes um ciclo de 94°C a 35
segundos de desnaturacdo, 54°C por 35 segundos de anelamento e 72°C por 1 minuto de
alongamento, e finalizando com 72°C por 10 minutos para finalizacdo do alongamento.
Para 0 gene c-mos, utilizamos os primers: S77 (5° CAT GGA CTG GGA TCAGTT
ATG 3%) e S78 (5 CCT TGG GTG TGATTT TCT CAC CT 3”) (Lawson et al., 2005).
Os parametros utilizados para a PCR deste gene foram: 94°C por trés minutos para
desnaturacdo, seguido de um ciclo de 35 vezes de 94°C a 45 segundos de desnaturacao,
54°C por 45 segundos de anelamento e 72°C por um minuto de alongamento, e
finalizando com 72°C por seis minutos para finalizacdo do alongamento. Por fim, para o
gene NGFB, utilizamos os primers: NGFB-2 (5 GA TTA TAG CGT TTC TGA TYG
GC 3’) e NGFB-12 (5 CAA AGG TGT GTG TWG TGG TGC 3”), (Townsend et al.,
2008), sendo utilizado os ciclos da PCR de 94°C por cinco minutos para desnaturagéo,
32 vezes um ciclo de 94°C a 30 segundos de desnaturagédo, 52°C por 40 segundos de
anelamento e 72°C por um minuto e 15 segundos de alongamento, e finalizando com
72°C por 5 minutos para finalizacdo do alongamento.

Os produtos de PCR foram purificados com ExoSap®, com um ciclo padrédo de

37°C por 90 minutos e 84°C por 20 minutos. O sequenciamento automatizado foi
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realizado com o servigo da empresa Macrogen (Macrogen Inc., Seul, Coréia do Sul,
http://www.macrogen.com).

As sequéncias senso e antisenso foram analisadas e editadas visando obter uma fita
consenso utilizando o programa Staden 2.0.0b9 (Bonfield et al.,, 2011). Para o
alinhamento multiplo das sequéncias consenso de cada individuo utilizamos o algoritmo
Multiple Alignmentusing Fast Fourier Transform (MAFFT) v.7 (Katoh & Standley,
2013), sendo que para fragmentos dos genes nucleares utilizamos os parametros G-INS-
i recomendados para menos de 200 sequéncias com homologia global. Para genes
mitocondriais, utilizamos Q-INS-i recomendado para estruturas de RNA (Katoh et al.,
2005). Para a escolha do melhor modelo de evolugdo molecular foi utilizando o critério
de Akaike, para cada regido individualmente implementado, no software JModelTest
0.1.1 (Posada, 2008). No processo de concatenacdo dos dados as regides em que ndo
obtivemos as sequéncias foram completadas com dados faltantes (“?”). Estudos
empiricos demostram que a utilizacdo destes dados faltantes pode reconstruir de forma
segura uma filogenia que possua muitos dados reais (Wiens, 2003; Wiens & Moen,

2008; Wiens et al., 2010; Wiens & Morrill, 2011).

Andlises filogenéticas

Para a obtencdo das arvores filogenéticas realizamos as analises de maxima
verossimilhangca (MV) e métodos bayesianos (MB) para cada um dos conjuntos de
dados separadamente e concatenados, utilizando o melhor modelo de evolugdo obtido
para cada regido individualmente.

A analise por MV foi implementado no software RaxMLv. 7.2.0 (Stamatakis, 2006),
e a confiabilidade dos ramos foi obtida pelo método de bootstrap com 500

pseudoréplicas. Para a obtencdo das arvores filogenéticas seguindo o método bayesiano,
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usamos o programa MrBayes v.3.0b4 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). A topologia da
arvore inicial foi obtida de forma randomica e foram realizadas duas corridas
independentes de 10 milhdes de geracbes amostradas a cada 1000 geracdes. NOs
confirmamos que as duas corridas atingiram a fase estacionaria e acessamos 0 numero
de geracBes burn-in pela analise grafica do programa Tracer v. 1.5 (Rambaut &
Drummond, 2007). Uma vez eliminada a fase burn in, a frequéncia de cada clado em
uma arvore de consenso da maioria foi tomada como as probabilidades a posteriori de
cada no (Huelsenbeck et al., 2001).

Também realizamos uma andlise de diversidade haplotipica com o programa
DNASP v. 5 (Librado & Rozas, 2009), utilizando as espécies irmds P. joberti e P.
genimaculatus. Esse teste foi realizado visando encontrar os haplétipos de cada uma das
espécies. Em seguida, construimos uma rede de haplétipos com uma anélise de median-
joining (Bandelt et al., 1999) no software Network (Fluxus Technology, 2012), para
verificar as distancias haplotipicas e a distribui¢do espacial dos haplétipos.

Finalmente, estimamos o tempo de divergéncia dos clados pelo método do relogio
molecular relaxado no programa BEAST 1.4 (Drummond et al., 2007), com 200
milhGes de geracdes. Para a analise foram utilizados todos os hapl6tipos obtidos pelo
software DnaSP e individuos que ndo possuiam dados faltantes. Com o conhecimento
sobre o registro fossil do grupo, Pyron & Burbrink (2011) realizaram um estudo de
divergéncia dos grandes grupos de serpentes, com dados de tempo de diversificacao.
Utilizando estes registro secundarios, obtivemos o periodo de diversificacdo de cada
ramo que antecedeu o surgimento de Dipsadidae, visando deixar nossa analise mais
robusta e confidvel, entdo adicionamos trés espécies nesta analise: Pseudoxenodon

macrops (Pseudoxenodontidae, ha 33.65 Ma), Natrix natrix (Natricidae, ha 38.28 Ma) e
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Lamtropeltis getula (Colubridae, 40 Ma). Para a calibracdo desses nés utilizamos cinco

milhGes de anos de desvio padréo.

Andlise de distribuicéo

Dados de distribuicdo foram obtidos a partir de individuos depositados em colecdes
herpetologicas. Conjuntamente, um levantamento bibliografico foi realizado, visando
aperfeicoar 0 mapeamento de areas de ocorréncia das espécies, principalmente de
exemplares procedentes de outros paises, onde 0 acesso a colec¢des cientificas € dificil,
como Argentina, Uruguai, Paraguai e Bolivia.

Os dados obtidos pelas localidades dos exemplares depositados em museus e
registros de bibliografia foram armazenados de acordo com as técnicas tradicionais de
SIG (Sistema de Informacdo Geogréafica). Utilizamos o software Arcview v. 9.3 (ESRI,
2009) para a confec¢do dos mapas de distribuicGes de cada espécie do género. Em
seguida, confeccionamos modelos de distribuicdo potencial para cada espécie,
utilizando o algoritmo de maxima entropia MAXENT (Phillips et al., 2006) para
minimizar erros de comissdo. Para isso, utilizamos varidveis bioclimaticas do
WorldClim com 1km de resolucdo (Hijmans et al., 2005), selecionando apenas as
variaveis nao correlacionadas utilizadas por Costa et al. (2010).

Uma das dificuldades da interpretacdo dos modelos de distribuicdo é sua
transformacdo em valores de presenca e auséncia (zeros ou uns) a partir de valores
probabilisticos e continuos. Visto que modelos de distribuicdo potencial ndo levam em
conta limites de dispersdo (Graham & Hijmans, 2006), em geral tendem a superestimar
as areas de ocorréncia potencial, isto é, apontar areas com condicOes favoraveis mas ndo
ocupadas efetivamente pelas espécies. Assim, utilizamos o método de LPT (Lower

Presence Thresholds) (Pearson et al., 2007) para transformar os valores originais dos
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modelos em mapas de presenca e auséncia. Para tal, sdo cruzados primeiramente 0s
pontos originais de presenca, com os valores de probabilidade de ocorréncia do modelo.
Em seguida sdo eliminados os valores de probabilidade que sdo menores ou iguais ao
valor de corte, definido como o valor obtido no ponto correspondente a um
determinando percentual mais baixo entre todos os valores. Em nosso caso, utilizamos o
valor de 5%, ja utilizado em estudos anteriores, visto que possuimos pontos de
ocorréncia proximos ou menores que 100 localidades por espécie ou clado (Peterson et
al., 2008).

Para as analises biogeograficas utilizamos os modelos obtidos para comparagéo
de linhagens irmas, utilizando o software ENMtools (Warren et al., 2008). O programa
se baseia em duas métricas, Schoener’s D (Schoener, 1968) e Warren et al.’s | (Warren
et al., 2008) que visam quantificar a similaridade do nicho previsto entre duas espécies e
variam de 0 (nichos totalmente diferenciados) a 1 (modelos de nichos idénticos).

No programa utilizamos o método de equivaléncia de nicho, que basicamente
compara a divergéncia dos modelos originais (modelos gerados pela distribuicdo
original dos taxons) com pseudoréplicas aleatorizadas destes modelos, onde os pontos
obtidos para cada espécie em cada modelo e pseudoréplica sdo comparados visando
encontrar a similaridade entre duas espécies (Glor & Warren, 2011; Pyron & Burbrink,
2009; Warren et al., 2008). Como estamos utilizando espécies irmas, nao realizamos
possiveis correcdes filogenéticas para esta analise (Warren et al., 2008). Por fim,
utilizamos a analise de barreira geografica em “blob”, que consiste em randomizar
diferentes barreiras geograficas em pseudoreplicas de distribuicdes com pontos
aleatdrios. Diferente das outras andlises, ela considera que a barreira ndo seria formada
por uma linha, mas sim uma barreira amorfa (“blob”), como no caso de um mosaico

irregular de ambientes distintos. Todas as analises do software ENMtools foram
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realizadas com 500 pseudoreéplicas e os testes de hipoteses foram realizados com teste T
unicaudal no software R v. 2.13.1 (R Development Core Team, 2010), utilizando os
valores de Schoener’s D e | em comparacdo ao valor obtido do verdadeiro modelo de
distribuicdo, com valor de P de 0,05.

Por fim, realizamos uma analise para inferir a possivel area ancestral do género,
utilizando a arvore das espécies e a distribuicdo de cada tdxon e/ou individuos
implementado no programa RASP v 2.1b (Yu et al., 2011). Utilizamos para o teste
todas as arvores obtidas na analise de inferéncia bayesiana dos dados concatenados e a
arvore consenso desta analise. Confeccionamos ainda a distribuicdo de cada espécie em
relacdo as formacGes vegetacionais. Realizamos esta comparacdo entre a filogenia e a
distribuicdo por inferéncia bayesiana utilizando cadeia de Markov com 50 milhGes de

geracoes.

RESULTADOS
Andlises filogenéticas

Encontramos um total de 435 e 529 pares de bases para os genes 12S e 168,
respectivamente, totalizando 964 pares de bases para genes mitocondriais. Dados
“faltantes” foram utilizados, sendo que ndo obtivemos sequéncias de seis exemplares do
gene 12S e de apenas um individuo do gene 16S. Os genes nucleares C-mos e NGFB
apresentaram 578 e 585 pares de base respectivamente, totalizando 1163 pares de bases
para genes nucleares. Para o gene C-mos onze individuos ndo foram utilizados. Para o
gene NGFB, obtivemos sequéncias de apenas 10 individuos. Este foi o Gnico gene em
que ndo utilizamos sequéncia das trés especies, pois ndo obtivemos nenhuma sequéncia
para P. obtusus (Tabela 2). As sequencias foram provenientes de 11 diferentes

localidades, sendo a espécie P. joberti com mais localidades por tecidos, totalizando
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oito localidades. Para as demais espécies duas localidades foram registradas para P.
genimaculatus e uma localidade de P. obtusus (Tabela 3).

De modo geral, as arvores mostraram congruéncia entre os dados concatenados e 0s
dados separados por gene. Em todas as arvores a classificagdo das espécies esta
altamente suportada, indicando que as espécies sdo claramente diferenciadas entre si.
Obtivemos também alto suporte de ramo para 0 género, corroborando a hipotese de ser
este um grupo monofilético. A principal diferenca surgiu na analise de verossimilhanca
para 0 gene mitocondrial 12s, onde P. joberti e P. obtusus foram consideradas espécies
irmas, mas com baixo suporte do ramo para esse agrupamento (Figura 2). As outras
analises de genes mitocondriais (bayesiana de 12S e 16S e maxima verossimilhanca de
16S) indicaram uma relacdo mais préxima entre P. joberti e P. genimaculatus (Figuras
2 e 3). Ja as andlises com o0s genes nucleares (C-mos e NGFB) recuperaram um grupo
monofilético incluindo todas as espécies de Psomophis, porém nao foram informativas
para as relacdes dentro do género (Figuras 4 e 5).

As andlises com dados concatenados por ambos os métodos resultou em topologias
melhor resolvidas, corroborando o monofiletismo de P. joberti e P. genimaculatus, com
alto grau de suporte dos ramos. Entretanto, poucas diferencas intraespecificas foram
observadas e, portanto, as relagdes entre os individuos da mesma espécie ficaram pouco
resolvidas (Figura 6). O mesmo resultado foi encontrado para 0s genes mitocondriais
concatenados (Figura 7).

Dos 17 individuos analisados (Tabela 04) obtivemos nove hapl6tipos para o género,
com genes mitocondrias concatenados. Detectamos um haplotipo em P. obtusus, outro
em P. genimaculatus e sete em P. joberti, onde somente um haplotipo foi compartilhado
por mais de um individuo. O hapldtipo de P. genimaculatus foi compartilhado com

cinco individuos da mesma espécie, indicando uma baixa variacdo genotipica. J& para P.
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joberti, que apresenta um unico haplotipo compartilhado obtivemos valores de
diversidade haplotipica de Hd = 0,515 e de diversidade nucleotipica de = = 0,00190.
Também analisamos a estruturacdo das populacdes de P. joberti, com valor de Fg de
0,545 (Tabela 05), ou seja, para cada dois individuos € recuperado um haplétipo
diferente. Para o haplétipo de P. obtusus nao foi realizada nenhuma analise de genética
de populacGes devido ao fato de s6 termos um haplotipo disponivel.

A andlise de tempo de divergéncia do grupo (Figura 08) evidenciou que a
divergéncia de Psomophis em relacdo aos outros Dipsadidae ocorreu durante o
Terciario, entre o Oligoceno e o Mioceno, ha cerca de 30 milhdes de anos atras (Ma). A
divergéncia de P. obtusus foi estimada para aproximadamente 14 Ma, durante o
Mioceno, e a divergéncia de entre P. joberti e P. genimaculatus foi estimada para o final
do Mioceno ou inicio do Plioceno, por volta de 7,4 Ma. Nossas analises também
indicam que, provavelmente, as diversificacdes dos hapldtipos de populacbes de P.
joberti se iniciaram durante o Quaternario, cerca de um milhdo de anos antes do

presente.

Andlises biogeograficas
Foi obtido um total de 124 registros de distribuicdo, formados pela combinacéo
Unica de espécie por localidade para todo o género, ocorrendo em toda a extensdo da
diagonal de areas abertas e na regido dos Pampas. As areas de ocorréncia das espécies
obtidas dos modelos recortados variaram entre 3.405.033 km?, 988.947 km? e 532.948
km2 (Figura 10, 11, 12) sendo P. joberti a espécie com maior distribui¢do, seguida por
P. genimaculatus e P. obtusus.
Foi possivel verificar sobreposicdo das distribuicGes potenciais de P. joberti e P.

genimaculatus, ocorrendo desde a regido do Pantanal, seguindo até a regido do Cerrado
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de Beni, indicando uma grande area potencial de sobreposicdo das duas espécies (Figura
13). Houve também potencial simpatria entre as duas espécies na regido do Pantanal. J&
a espécie P. obtusus ocorre mais ao sul que as outras duas espécies, tendo uma
distribuicdo disjunta em relacdo as congéneres, apresentando uma pequena area de
sobreposicdo na distribuicdo potencial em relacdo a espécie mais proxima
geograficamente, P. genimaculatus (Figura 14), ndo ocorrendo nenhuma simpatria das
duas espécies.

Visto que as analises filogenéticas mostraram que as espécies P. joberti e P.
genimaculatus sdo espécies irmas, utilizamos primeiramente estas nos estudos de
comparacdo de nichos e barreira atual. Assim, as analises tiveram resultados
significativos para a diferenca da identidade de nicho (Schoener’s D e I, P<<0,001) e
indicam que ha uma possivel barreira biogeografica entre as duas espécies (Schoener’s
D e |, P<0,002).

Tendo em vista que P. genimaculatus e P. joberti sdo espécies irmds, escolhemos 0s
dados concatenados destas espécies para comparacdo com a outra espécie do género, P.
obtusus. Como o software ENMtools ndo utiliza a filogenia para as suas analises,
utilizamos as relacdes de parentesco encontradas na filogenia para a comparacdo dos
modelos potenciais das espécies. Assim verificamos diferencas significativas na
identidade de nicho destes dois grupos (P. obtusus X P. joberti + P. genimaculatus)
(Schoener’s D e |, P<<0,001), assim como a ocorréncia de uma possivel barreira
biogeografica (Schoener’s D e I, P<<0,001) devido a pequena sobreposicdo da
distribuicdo potencial dos dois grupos (Figura 14) e a auséncia de simpatia entre P.
obtusus e as demais espeécies.

A analise da possivel area ancestral para o género indica que ha 28,57% de chances

que esta area seja na regido do Chaco (CD). Ja a segunda area com maior chance de
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ancestralidade foi na regido dos pampas, com 17,23% de chances. Assim ha um total de
45,8% de chances de este género ter se originado na regido mais austral da sua
distribuicdo, entre Chaco e Pampas (Figura 09). Esta analise também mostrou que a
possivel area ancestral do grupo formado pelas espécies P. joberti e P. genimaculatus
estd relacionada com a regido do Pantanal, com mais de 50% das chances. Ainda,
resultados mostraram para P. joberti que o haplotipo 01 é o possivel haplotipo ancestral,
pois todos os outros hapldtipos da espécie derivam deste (Figura 15). Este haplotipo se
distribui na regido central do Cerrado (Figura 16), indicando a possivel ancestralidade
dessa espécie para esta regido. Sobre a possivel area ancestral da espécie P. joberti, os
resultados da analise demonstram uma grande relacdo com o Cerrado, sendo 43.82% de
chance de esta ser area ancestral da espécie, mas temos uma porcentagem de 26,71%
(AC) e 20,07% (C) de ocorréncia na regido entre o Cerrado e o Pantanal. Estas

porcentagens nos remetem a uma ocorréncia mais ao sudoeste do Cerrado.

DISCUSSAO

Nossas analises corroboram com alto suporte 0 monofiletismo de Psomophis e das
trés espécies descritas do género, mesmo a espécie P. obtusus tendo somente um
individuo. Ainda, as relacGes entre espécies foram bem definidas nas analises,
corroborando P. joberti e P. genimaculatus como espécies irmas e a outra espécie do
grupo, P. obtusus, como irm& das demais. Estes resultados estdo de acordo com os
estudos morfoldgicos e moleculares prévios (Myers & Cadle, 1994; Grazziotin et al.,
2012).

N&o foram encontradas grandes diferengas geneticas que indicassem a presenca de
espeécies ndo descritas no grupo. Esse resultado pode ser observado também em trabalho

com morfologia interna e externa (Myers & Cadle, 1994), onde os autores observaram
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trés padrdes principais, diferenciados nas espécies descritas. Entretanto, estes resultados
podem estar relacionados ao baixo nimero amostral de Psomophis e de seus tecidos
disponiveis, raros na maioria das colecGes herpetoldgicas. Outros estudos com
Squamata utilizando os genes mitocondriais 12S e 16S demonstram uma alta variacao
intraespecifica (Sponer & Roy, 2002; Morando et al., 2003; Carranza et al., 2006;
Victoriano et al., 2008). Outro ponto que sugere a baixa variacdo intraespecifica, ndo
demonstrando grandes diferencas nas filogenias do grupo, pode decorrer do baixo
numero amostral. Resultado de trabalho genético relacionado a diversificacdo de
lagartos na diagonal de areas abertas (Werneck et al., 2012a) demonstra diferentes
variacdes intraespecificas nas diferentes ecorregides inseridas na diagonal. Por fim, a
grande estruturacéo e a alta diversidade haplotipica de P. joberti pode demonstrar que as
diferencas desta espécie reflitam um maior nidmero amostral, principalmente a alta
variacdo dentro desta espécie. No entanto, podemos também supor que a baixa
diversidade em P. genimaculatus, comparada aos valores mais altos em sua espécie
irmd, indiquem a relativa homogeneidade da regido das planicies do Pantanal em
relacdo ao mosaico topografico, climatico e vegetacional mais evidente do Cerrado e
Caatinga.

A divergéncia encontrada no grupo indica que provavelmente a sua area ancestral
seja ao sul do Chaco argentino, onde a primeira diversificagdo é datada para 0 meio do
Mioceno, a cerca de 13 Ma. Esta divergéncia estaria relacionada a linhagem de P.
obtusus, que se diferenciou das outras espécies do grupo neste periodo. As outras duas
especies do género possivelmente divergiram a cerca de sete Ma, no final do Mioceno,
provavelmente na regido do Pantanal e ao sul do Cerrado. A diversificagdo de P. joberti,
especie com distribuicdo mais ampla do grupo, pode ter ocorrido na parte centro-leste

do Cerrado, ha pouco mais de 1 Ma, como indicado para a area ancestral e a distribuigéo
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do haplétipo ancestral, da localidade de Cocos, Bahia, no planalto da Serra Geral.
Estudos com paleomodelagem mostram que a regido centro leste do Cerrado, dominada
pelos planaltos da Serra Geral de Goiés, representa uma area de refagio de Cerrado,
com areas de savanas estaveis ao longo do tempo (Werneck et al., 2012b).

Areas de distribuicio potencial das espécies do género podem ser relacionadas a
cada ecorregido onde sdo encontradas, sendo P. joberti a Unica espécie do grupo que
ocorre em mais de uma ecorregido, incluindo a Caatinga, na regido mais ao norte e
nordeste proximo ao litoral, e no Cerrado, ocorrendo em quase toda a sua area. A
espécie P. genimaculatus esta relacionada ao Chaco, estando ausente somente da regido
mais austral desta formacdo. Estas duas espécies estdo relacionadas com a tradicional
hipdtese de limites da diagonal de areas aberta neotropicais (Vanzolini, 1963; Ab Saber,
1977), ocorrendo em toda a sua extensdo. Por fim, a espécie com distribuicdo mais ao
sul do grupo, P. obtusus, ocorre somente nos Pampas, corroborando a hipotese de
regionalizacdo descrita por Morrone (2001), que descré a provincia do Chaco,
agrupando os Pampas e 0 Monte com as outras formacdes inseridas na diagonal de areas
abertas.

Quando comparamos as areas potenciais de todas as espécies observamos relacoes
nos padrbes de distribuicdo e barreiras atuais entre as espécies do género. Comparando
primeiramente as espécies P. joberti e P. genimaculatus, nossos resultados indicam
diferengas entre os seus nichos e uma possivel barreira recente. Em conjunto com a
sobreposicdo da distribuicdo potencial, onde observa-se area de sobreposicdo das
especies (Figura 11), pudemos inferir um gradiente ambiental de divergéncia entre as
duas espécies, considerada uma barreira alopéatrica fraca (Pyron & Burbrink, 2010),
onde a dispersdo nesta area € comum para as duas espécies. Isto é possivel devido a uma

depressdo ndo abrupta do escudo do planalto central nesta regido (Figura 17), que se
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degrada paulatinamente em direcdo as depressdes do Pantanal. Assim, as depressdes do
Pantanal, conectadas a planaltos adjacentes, permitem o intercdmbio e contato
secundario entre as duas espécies. Estudo recente com o género Tropidurus (De
Carvalho et al., 2013) indica uma alta relacdo do Pantanal com o Chaco, ainda tendo o
Cerrado como area irmé, revelando uma possivel ligacdo entre estas areas. A relacao na
distribuicdo da espécie P. obtusus com as outras espécies do género indicou uma
barreira alopatrica forte, com possivel diferenciacdo vicariante entre as espécies, Vvisto
que existe uma possivel barreira entre ela e as outras espécies de Psomophis. Tendo em
vista a pequena area de sobreposicdo entre as espécies (Figura 12) e a auséncia de
simpatria entre estas espécies, podemos caracterizar um evento vicariante classico como
provavel fendbmeno biogeografico de diferenciacdo entre P. obtusus e as demais
espécies.

O género provavelmente teve um ancestral na regido sul do Chaco/norte dos
Pampas, onde durante 0 Mioceno médio, a cerca de 15 Ma, ocorreu uma introgressao
marinha na regido do rio Parana (Ortiz-Jaureguizar & Cladera, 2006; Malumian &
Nafez, 2011; Werneck, 2011). Este evento pode ter sido importante para a
diversificacdo desta espécie ancestral, que diversificou em outros dois clados: um
formado pela espécie ancestral de P. joberti e P. genimaculatus e outro com a espécie P.
obtusus. Ainda, esta espécie ancestral do género Psomophis possuia uma provavel
distribuicdo ao sul, onde hoje ocorre a espécie P. obtusus. Durante esse periodo, o clima
mais quente na regido dos Pampas devido ao fim de uma glaciacdo (Zachos et al.,
2001), provavelmente favoreceu a presenca na regiao.

A outra espécie ancestral do grupo, hoje divida em P. genimaculatus e P. joberti, se
distribuia na regido do Pantanal, onde outro evento biogeografico ocorreu a cerca de

sete Ma. Neste periodo, ocorreram diversos eventos que podem ter contribuido para a
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diversificacdo, como o término do soerguimento do Planalto Central (Colli, 2005),
transgressdes marinhas (Werneck, 2011) e efeitos resultantes do soerguimento dos
Andes (Porzecanski & Cracraft, 2005b). Todos estes eventos sdo uma sintese da
separacdo topografica do planalto Central em relacdo a depressdo pantaneira (Figura
17). Por esta regido ndo ter um relevo téo abrupto, a diversificacdo das espécies pode ter
ocorrido devido um gradiente ambiental, tendo em vista que ainda ha localidades em
que podemos encontrar as duas especies, no contato entre Cerrado e depressdo
Pantaneira. Por fim, P. genimaculatus continuou na regido dos Chacos, possivelmente a
area ancestral do grupo, mas ocorrendo ainda em algumas regides do sul do Cerrado. P.
joberti apresenta uma distribuicdo ampla do Pantanal até a Caatinga, chegando ao litoral
do nordeste/norte brasileiro, estabelecendo suas populagdes ao longo destas formacdes.
Estes eventos podem mostrar como a diagonal de &reas abertas pode ter se
diversificado. O estudo com o género Psomophis indica uma relacdo mais recente entre
as formacdes do Chaco e do Cerrado do que do Cerrado com a Caatinga, corroborando
com trabalhos anteriores sobre a diagonal (Colli, 2005; Porzecanski & Cracraft, 2005b;
de Carvalho et al., 2013). Nossos resultados ndo apresentaram um padrdo que corrobora
a hipotese de que a Caatinga estaria mais proxima com o Chaco como sugerido em
estudos fitogeograficos sobre a diagonal (Vanzolini, 1974; Haffer, 1985) e nem a
relagdo do Cerrado com savanas do escudo das Guianas (Werneck et al., 2012a).
Mesmo a espécie P. joberti ocorrendo em duas das formacfes da diagonal de areas
abertas, o pouco tempo de divergéncia (cerca de 1 Ma) indica que esta divergéncia pode
ter ocorrido apds o soerguimento do Planalto Central. A auséncia de P. joberti nas areas
amplamente dominadas por depressdes na Caatinga indica que provavelmente a
distribuicdo desta espécie esta relacionada aos relictos de planalto, isolados no nordente

brasileiro. Com base nos nossos resultados, concluimos ainda que o padrdo de
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divergéncia observado entre as espécies do género é diferente e bem mais antigo que o
esperado pela hipotese de diversificacdo nos refugios climaticos do Pleistoceno (Haffer,
1969). Além disso, nossos resultados sobre o haplétipo ancestral de P. joberti estdo de
acordo com o padrdo encontrado em estudo sobre areas ancestrais no Cerrado (Werneck
et al., 2012b), sendo eventos do Quaternario importantes somente para a diferenciacéo
dos haplétipos dentro de espécie.

Quando relacionamos o género com as hipdteses da diagonal de areas abertas,
Psomophis fornece suporte a hipotese da sub-regido Chaquenha (Morrone, 2001). Visto
gue os Pampas se encontram em parte sobre o escudo brasileiro, assim como o Cerrado,
agrupar os Pampas com as demais regides abertas da diagonal parece justificavel,
evitando a delimitacdo de regides compostas ou artificiais.

Psomophis se distribui em mais duas das grandes regifes adjacentes a formacdo da
diagonal de areas abertas: na regido das Savanas de Beni na Bolivia, onde ocorre a
espécie P. genimaculatus e na regido da llha de Marajd, tendo a ocorréncia de P.
joberti. As savanas de Beni tem caracteristicas fitofisiondbmicas similares as Savanas
brasileiras (Cerrado), mas com maior proximidade ao Chaco. A regido da llha de
Marajo, localidade tipo de P. joberti, é um fragmento de savanas alagaveis no norte do
Brasil.

Conclusdes Gerais

- As espécies P. joberti e P. genimaculatus apresentaram baixa diversidade
intraespecifica quando observamos as filogenias e estruturacdo genética das populacdes
para 0s genes estudados;

- Psomophis apresentou alta diversidade interespecifica e monofiletismo reciproco
com alto suporte para as trés espécies, corroborando os dados morfoldgicos e a

classificacéo atual;
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- Cada espécie possui nichos especificos e ha possiveis barreiras entre suas
distribuicdes;

- As trés espécies diferenciaram-se durante o Mioceno e corroboram uma relacao
mais proxima entre as formac6es da Chaco e do Cerrado, como indicado em trabalhos
anteriores;

- O padrdo de distribuicdo e diferenciacdo do grupo corrobora a hipotese de
regionalizacdo de Morrone (2001), a qual postula a inclusdo dos Pampas e Monte como

areas da provincia Chaquenha, junto com Cerrado, Chaco e Caatinga.
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Anexos

Tabela 01. Codigos das sequéncias dos grupos externos utilizados no nosso trabalho
retiradas do sitio Genbank.

Espécie 12S 16S C-mos NGFB
Alsophis elegans AF158401.1 | AF158470.1 - -
Xenodon merremi GQ457840.1 - GQ895836.1 -
Crisantoph_is GU018152.1 | GU018169.1 - -
nevermanni

Conophis lineatus GU018143.1 | GU018161.1 | JQ598975.1 -
Pseudoxenodon JF697327.1 | JF697338.1 | JF697345.1 -
macrops

Natrix natrix AY122682.1 | AF158530.1 | AF471121.1 | EU438019.1
Lamtropeltis getula AY122822.1 - FJ627796.1 | EU438009.1
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Tabela 02. Sequéncias obtidas para cada gene de Psomophis no presente estudo

Tombo Espécie 12S | 16S | C-mos | NGFB
CHUNB38372 | Psomophis joberti X X X X
CHUNBA41302 | Psomophis joberti X NA X NA
CHUNBA41306 | Psomophis joberti X X NA X
CHUNBA41309 | Psomophis joberti X X X NA
CHUNBA45365 | Psomophis joberti X X X X
CHUNBA45421 | Psomophis joberti X X X X
CHUNB52071 | Psomophis joberti NA X NA X
CHUNB52558 | Psomophis joberti X NA NA NA
CHUNBS52559 | Psomophis joberti X X NA NA
CHUNB52560 | Psomophis joberti X X NA NA
CHUNBS52751 | Psomophis joberti X X NA NA
CHUNBS52752 | Psomophis joberti X X NA NA
CHUNBS52753 | Psomophis joberti X X NA NA
CHUNBG61139 | Psomophis joberti NA X NA X
CHUNBG61140 | Psomophis joberti NA X NA X
UFMT7891 Psomophis joberti X X X X
Adrian Psomophis joberti X X NA NA
CHUNB36519 | Psomophis genimaculatus X X X X
UFMT9017 Psomophis genimaculatus X X X X
UFMT9018 Psomophis genimaculatus X X X NA
UFMT9025 Psomophis genimaculatus X X X X
UFMT9383 Psomophis genimaculatus X X X X
UFMT9384 Psomophis genimaculatus X X NA NA
MCP14242 Psomophis obtusus X X X NA
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Tabela 03. Localidades e coordenadas dos tecidos utilizados das trés espécies de

Psomophis
Tombo Espécie Localidade Coordenadas
CHUNB38372 P. joberti Flores de Goias-GO -14.4486,-47.0503
CHUNBA41302 P. joberti Mateiros-GO -10.5475,-46.4211
CHUNBA41306 P. joberti Mateiros-GO -10.5475,-46.4211
CHUNBA41309 P. joberti Mateiros-GO -10.5475,-46.4211
CHUNBA45365 P. joberti Caseara-TO -9.34249,-49.9727
CHUNBA45421 P. joberti Caseara-TO -9.34249,-49.9727
CHUNB52071 P. joberti Carolina-MA -7.34512,-47.4442
CHUNB52558 P. joberti Peixe-TO -12.0250,-48.5392
CHUNB52559 P. joberti Peixe-TO -12.0250,-48.5392
CHUNB52560 P. joberti Peixe-TO -12.0250,-48.5392
CHUNB52751 P. joberti Peixe-TO -12.0250,-48.5392
CHUNB52752 P. joberti Peixe-TO -12.0250,-48.5392
CHUNB52753 P. joberti Peixe-TO -12.0250,-48.5392
CHUNB61139 P. joberti Pipipiri - PI -4.1014,-41.7083
CHUNB61140 P. joberti Pipipiri - PI -4.1014,-41.7083
Adrian P. joberti Cachoeira dos Indios-PB -6.9332,-38.6893
UFMT7891 P. joberti N Senhora do Livramento-MT | -15.7750,-56.3456
CHUNB36519 | P. genimaculatus Corumba-MS -19.0000,-57.6500
UFMT9017 | P. genimaculatus Caceres-MT -16.0706,-57.6789
UFMT9018 | P. genimaculatus Céceres-MT -16.0706,-57.6789
UFMT9025 | P. genimaculatus Caceres-MT -16.0706,-57.6789
UFMT9383 | P. genimaculatus Caceres-MT -16.0706,-57.6789
UFMT9384 | P. genimaculatus Céceres-MT -16.0706,-57.6789
MCP14242 P. obtusus Rio Grande-RS -32.5383,-52.5388




Tabela 04: Individuos de Psomophis analisados pelos seus hapl6tipos com genes
mitocondriais concatenados.

Individuos Haplotipos
CHUNB36519 H8
CHUNB38372 H1l
CHUNBA41306 H1
CHUNBA41309 H2
CHUNBA45365 H3
CHUNBA45421 H4
CHUNB52558 H1
CHUNB52559 H1l
CHUNB52560 H1l
CHUNB52751 H5
CHUNB52752 H6

UFMT7891 H7
UFMT9018 H8
UFMT9025 H8
UFMT9383 H8
UFMT9384 H8

Tabela 05: Descri¢cdo dos parametros de genética de populagdes para a espécie
Psomophis joberti, utilizando genes mitocondriais concatenados.

Pardmetro Valor
NUmero de individuos 11
Numero de bares de base 964
Sitios polimorficos (S) 5
Numero de mutacoes (Eta) 5
N* de haplotipos (h) 7
Diversidade haplotipica (Hd) 0,515
Diversidade nucleotidica (m) 0,00190
N° de populagdes incluidas nas estimativas de Fst 4
Fst 0,54545
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Figura 01: Diagonal de areas abertas neotropiciais e suas respetivas formacoes vegetacionais: A — Cerrado, B — Caatinga,
E — Chaco. A regido do Pantanal (C) esta representada neste mapa mesmo nio sendo uma formagao vegetacional repre-
sentativa da diagonal, assim como a regido do Pampas (D), Monte (F) , inseridas na hipotese da sub-regiio Chaquenha

(Morrone, 2001).
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Figura 02. Filogenia das espécies de Psomophis com o gene mitocondrial 12S, (A) arvore obtida
por inferéncia bayesiana, com a probabilidade posterior do suporte dos ramos e (B) arvore obtida
com o método de verossimilhancga, suporte dos ramos utilizando o método de bootstrap. Grupos
com pouco baixo suporte de ramos foram reunidas em somente um grupo.
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Figura 03. Filogenia das espécies de Psomophis com o gene mitocondrial 16S, (A) arvore obtida
por inferéncia bayesiana, com a probabilidade posterior do suporte dos ramos. (B) arvore obtida
com o método de verossimilhancga, suporte dos ramos utilizando o método de bootstrap. Grupos

com pouco baixo suporte de ramos foram concatenados em somente um grupo.
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Figura 04. Filogenia das espécies de Psomophis com o gene nuclear c-mos, (A) arvore obtida por
inferéncia bayesiana, com a probabilidade posterior do suporte dos ramos. (B) arvore obtida com
o método de verossimilhanga, suporte dos ramos utilizando o método de bootstrap.
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Figura 05. Filogenia das espécies de Psomophis com o gene nuclear NGFB, (A) arvore obtida por
inferéncia bayesiana, com a probabilidade posterior do suporte dos ramos. (B) arvore obtida com
o método de verossimilhanga, suporte dos ramos utilizando o método de bootstrap.
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Figura 06. Filogenia das espécies de Psomophis com os dados de todos os genes concatenados,
(A) arvore obtida por inferéncia bayesiana, com a probabilidade posterior do suporte dos ramos.
(B) arvore obtida com o método de verossimilhanga, suporte dos ramos utilizando o método de
bootstrap. Grupos com pouco baixo suporte de ramos foram concatenados em somente um gru-

po.
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Figura 07. Filogenia das espécies de Psomophis com os de 12s e 16S, (A) arvore obtida por inferén-
cia bayesiana, com a probabilidade posterior do suporte dos ramos. (B) arvore obtida com o método
de verossimilhanga, suporte dos ramos utilizando o método de bootstrap. Grupos com pouco baixo su-
porte de ramos foram concatenados em somente um grupo.
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Figura 08. Cladograma com o tempo de divergéncia de Colubridae em relacdo a Psomophis,
onde as areas destacadas sdo as diversificacoes de: A - Psomophis em Dipsadidae; B — P. 0b-
tusus e outras espécies do género; C — P. genimaculatus e P. joberti; D — entre populagdes de
P. joberti.
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Figura 09 — Mapa e cladograma demonstrando a distribuicdo dos nos ancestrais das espécies
de Psomophis, onde cada grafico representa a probabilidade de chances de uma area ser a
area ancestral de cada no.
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Figura 10. Area de distribui¢do potencial da espécie e dos tecidos de P, joberti, analisados
no presente trabalho.
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Figura 11. Area de distribuicdo potencial da espécie e dos tecidos de P. genimaculatus, analisados

no presente trabalho.
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Figura 12. Area de distribuigdio potencial da espécie e do tecido de P. obtusus, analisados
no presente trabalho.
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Figura 13. Representagdo da area de sobreposi¢do da distribui¢cdo potencial de P. joberti e P. geni-
maculatus, onde a mancha escura que cobre todo o pantanal ¢ a area potencial de simpatria das

duas espécies.
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Figura 14. Representagdo da area de sobreposicao da distribui¢do potencial de P. obtusus € o grupo
formado por P. joberti mais P. genimaculatus, onde a mancha escura € a area potencial de simpatria
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Figura 15. Mapa representando a distribui¢ao dos haplotipos de Psomophis em relacao
as ecorregioes da diagonal de areas abertas, sendo o posivel haplétipo ancestral caracte-
rizado pela cor vermelha.
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Figura 16. Rede de haplotipos do grupo P. joberti + P. genimaculatus, onde o haplétipo
azul € o unico representante de P. genimaculatus e o haplotipo em vermelho e rosa seria
o haplotipo ancestral do grupo da espécie P. joberti, as barras representam uma mutagao.
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