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Resumo

Corallus hortulanus é uma espécie conhecida por apresentar grande variacdo no padrdo
de coloracdo e desenho, além de apresentar a maior distribuicdo geogréfica e ecoldgica
dentre as serpentes Neotropicais. O objetivo deste trabalho foi determinar a variagdo
morfoldgica nos padrdes de cor e desenho, verificar se estes padroes estdo relacionados
a presenca dos rios amazoénicos, verificar o grau de estruturacdo genética entre as
populacdes de C. hortulanus ao longo de sua distribuicdo e verificar se 0s principais
interflivios ao sul da bacia amazbdnica representam populagdes geneticamente
estruturadas. Foram analisados as cores e desenhos de 125 espécimes e geradas 103
sequéncias de Citb e 38 de COI. Um total de seis morfotipos foram descritos para as
populacdes ao sul do Rio Amazonas. Verificou-se que 0s rios ao sul do Rio Amazonas
apresentaram um padrdo misto, onde Tocantins, Xingu e Madeira ndo influenciaram na
estruturacdo genética, enquanto que os rios Purus e Tapajos se apresentaram como
barreira geografica para as populac@es de C. hortulanus, sendo que apenas em um caso

a estruturacdo € encontrada em todas as analises (Purus).

Palavras-chave: morfotipo; cromatismo; estruturacdo geografica; rios como barreiras;

Corallus hortulanus
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Abstract

Corallus hortulanus is a species known to exhibit great variation in color pattern, as
well as presenting the greatest geographical and ecological distribution among
Neotropical snakes. The aim of this study was to determine the patterns of
morphological variation in color and design, verify that these patterns are related to the
presence of Amazonian rivers, verify the degree of genetic structure among populations
of C. hortulanus throughout its distribution and verify that the major south interfluves
of the Amazon basin represent genetically structured populations. For morphologic data
were analyzed the color pattern of 125 specimens and for molecular data were generated
103 sequences of COl and 38 of CITB. Six morphotypes were described for populations
from south of the Amazon River. It was observed that the rivers of south of the Amazon
River showed a mixed pattern, which Tocantins, Xingu and Madeira rivers did not
influence the genetic structure, while Purus and Tapajos rivers acted as a geographical
barrier for populations of C. hortulanus, and only in one case the genetic structure was

found in all analyzes (Purus).

Keywords: morphotype; chromaticism; geographic structure; riverine barriers; Corallus

hortulanus.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1. Polimorfismo cromético

Polimorfismo foi definido por Ford (1940) como ocorréncia de duas ou mais
formas de uma espécie no mesmo habitat, em uma proporcao que a forma mais rara ndo
pode ser explicada por mutacdo recorrente. Posteriormente, Huxley (1955) definiu
polimorfismo como a coexisténcia de duas ou mais formas nitidamente distintas e
geneticamente determinadas em uma populacéo hibrida, onde a forma menos abundante
estd presente em numero tdo grande que ndo pode ser explicado unicamente pela
mutacéo recorrente. Wiens (1999) afirmou que polimorfismo é a variacdo independente
de ontogenia e sexo, a0 menos parcialmente, dentro da espécie e presumiu que esta
variagdo tem base genética e hereditaria, perceptivel em caracteres discretos ou
qualitativos.

Thorpe (1987) descreveu varias formas pelas quais a ocorréncia de cores
alternativas pode influenciar no sucesso ecolégico e na dindmica evolutiva de
populacdes e espécies polimdrficas. Alem disso, diversos trabalhos corroboram a ideia
de que o polimorfismo esta relacionado a diferentes varidveis, tais como
comportamento, termorregulacdo, metabolismo, interagdes com meio ambiente,
interacdes predador-presa atraves de mimetismo, aposematismo e camuflagem, maior
ocupacdo do habitat, além de indicar resiliéncia/idade da espécie (Forsman e Berg,
2008; Terribile et al., 2009; Farallo e Forstner, 2012; Pizzatto e Dubey, 2012)

O estudo do polimorfismo no padrao de cor dos animais é utilizado ha anos para
testar e elaborar hipdteses sobre a biologia evolutiva das espécies (Poulton, 1890; Cott,
1940; Ford, 1945; Smith e Skalason, 1996; Galeotti et al., 2003; Roulin e Wink, 2004;

Forsman et al., 2008; Thorpe 1987; Farallo e Forstner, 2012).



Ao longo dos anos, a condi¢do polimoérfica tem sido relatada em todos os grupos
de vertebrados (Ehlinger e Wilson, 1988; Meyer, 1989; Kark et al., 1997; Wiens, 1999;
Hoffman e Blouin 2000; Galeotti et al., 2003; Hoekstra et al. 2004, Hulsey et al., 2005;
Martin e Pfennig, 2010; Farallo e Forstner, 2012). Para serpentes diversos estudos
constataram a variacdo morfoldgica e descreveram polimorfismo no padréo de cor e/ou
desenho (King, 1987; Kark et al., 1997; Kakazu et al., 2010; Farallo e Forstner, 2012;
Pizzatto e Dubey, 2012).

Entre os Boidae, Corallus hortulanus é uma espécie conhecida por apresentar
grande variacdo no padrdo de coloracdo e desenho, além de dimorfismo ontogenético
(Cunha e Nascimento, 1993; Henderson, 1997). Esta grande variacdo na coloragéo
levou alguns autores a descrever espécies com base apenas no padrdo de cor
(Henderson, 1997).

Henderson (1997), revisando o complexo C. hortulanus, organizou a variagao
cromatica em duas classes: na primeira a cor foi dividida em trés categorias: 1) taupe
(incluindo tons de cinza e muitos de marrom), 2) marrom-amarelado (incluindo o
amarelo, bege, caqui, e ainda outros tons de marrom) e 3) laranja; e na segunda classe o
padrdo dorsal de desenho ou elemento principal foi dividido em oito categorias segundo
sua forma: 1) elipse (orientada dorsoventralmente e geralmente com a por¢do dorsal
mais larga do que a porcdo ventral), 2) losango, 3) ampulheta (geralmente com angulos
agudos, em vez de curvas suaves) 4), pa (com a forma de pa orientada dorsalmente, com
angulos suaves ou agudos), 5) borda dorsal livre afiada com preto ou marrom escuro, 6)
manchas (peguenas manchas 1-2 escamas de largura e ocorrendo apenas em exemplares
com uma cor de fundo dorsal amarelo), 7) sem padrio e 8) “outra”, correspondendo a
qualquer padrdo que ndo se encaixava nos padrdes anteriores ou era extremamente raro

na amostra.



Especificamente para C. hortulanus, Henderson (1997) descreveu para adultos
de C. hortulanus o padrdo de desenho dorsal com cor do fundo variavel (amarelo, cinza,
bege, marrom, rosa ou avermelhada) sendo a cor taupe predominante (71,5% da
amostra) e os tons de amarelo-amarronzado menos comum (19,1% da amostra); e o
elemento principal do padrdo dorsal em forma de elipse orientada no sentido
dorsoventral, com a extremidade dorsal mais larga que a extremidade ventral. Segundo
Henderson (1997), essa variacdo fenotipica pode ser explicada por um conjunto de
fatores ambientais, tais como comportamento e/ou taxa de fluxo génico entre as
populacdes. Em relacdo ao dimorfismo ontogenético, o autor afirmou que a maior
diferenca entre juvenis e adultos de C. hortulanus esta na substituicdo das cores rosa,
rosa claro, laranja claro, ou salméao dos jovens pela coloracéo esbranquicada no adulto.
Esta espécie também é conhecida por sua ampla distribuicdo, apresentando a maior

distribuicdo geogréfica e ecoldgica entre as serpentes Neotropicais (Henderson, 1997).

1.2. Rios como barreiras

Na busca por uma resposta para a alta biodiversidade caracteristica da
Amazonia, diversos autores elaboraram hipoteses evolutivas que explicam a grande
rigueza de espécies neste bioma (Wallace, 1852; Haffer, 1969; Vanzolini, 1970;
Quijadas-Mascarefias et al., 2007).

Na hipotese evolutiva proposta por Wallace (1852), com base na distribuicdo de
primatas, 0s rios atuariam como barreiras para dispersdo dos grupos. Baseando-se nestas
barreiras, o autor dividiu a Amazdnia em quatro “distritos”: Guiana, Equador, Peru e
Brasil. Desde entdo, varios pesquisadores que trabalharam com grupos de vertebrados
tem sustentado esta hipoOtese, por vezes elaborando novas interpretacbes dos dados

obtidos enfatizando o papel dos rios amaz6nicos como barreiras e na formagao de areas



de endemismo (Haffer, 1969; Bates, 2001; Lovejoy et al., 1998; Nores, 2004; Aleixo,
2004; Vallinoto et al., 2006; Avila-Pires et al., 2009; Diaz-Mufioz, 2012; McCartney-
Melstad et al., 2012).

Segundo Aleixo (2004), os grandes rios amazonicos impedem ou reduzem
significativamente o fluxo génico entre populacbes de aves que ocupam margens
opostas dos rios, levando a uma possivel especiacdo dos grupos. A formacdo destes
grandes rios, devido a elevacdo do Andes, teria fragmentado as populaces,
ocasionando diferenciacOes por alopatria (Aleixo, 2004).

Diferencas regionais em relacdo a composicdo e/ou a riqueza de espécies tém
sido frequentemente relatadas para a herpetofauna amazonica. Silva e Sites (1995),
estudando a diversidade de squamatas das Américas Central e Sul, afirmaram existir
uma diferenca significativa na composicdo faunistica de lagartos e serpentes das
porcdes oriental e ocidental da Amazoénia. Ademais, na porcdo oriental observa-se
diferenca entre as localidades situadas ao norte e ao sul do rio Amazonas. Em
conformidade ao que ja havia sido relatado, Avila-Pires et al. (2009), analisando a fauna
de squamatas da Amazo6nia meridional, observaram que as localidades situadas entre os
rios Xingu e Madeira apresentaram menores riquezas de espécies, enquanto que as
maiores riquezas foram registradas nas localidades entre os rios Madeira e Purus. Além
disso, foi observada uma diferenciacdo entre a fauna de lagartos da Amazénia Ocidental
e Oriental, conforme ja havia sido relatado para primatas (Silva e Oren, 1996) e anfibios
(Ron, 2000).

Entre as serpentes, Henderson et al. (2009) observaram que o padrdo de
distribuicdo de duas espécies de Corallus estaria associado a presenca dos rios
Amazonas e Negro, estando C. caninus (Linnaeus, 1758) presente na Calha Norte do

Rio Amazonas e oeste do Rio Negro e C. batesii (Gray, 1860) restrita a Calha Sul do



Rio Amazonas e leste do Rio Negro. A disjuncdo de pares de espécies associada ao Rio
Amazonas atuando como barreira foi verificada por Prudente e Passos (2010) para duas
espécies de Atractus (A.zidoki e A. hoogmoedi), e por Silva (2010) para duas novas
espécies relacionadas a Typhlops reticulatus.

Em contrapartida, alguns estudos com mamiferos e anfibios demonstraram que
0S rios ndo representariam barreiras ou apresentariam pouca influéncia no padrdo de
distribuicdo dos grupos (Lugon-Moulin et al., 1999; Gascon et al., 2000; Symula et al.,
2003). Ademais, existem evidéncias que grandes rios possam ndo representar barreiras
efetivas para a dispersdo de répteis, mesmo para espécies fossoriais. Maschio (2008)
registrou individuos de Amphisbaena alba Linnaeus, 1758 e A. amazonica Vanzolini,
1951 nadando distantes das margens na Baia de Caxiuand, na Floresta Nacional de
Caxiuand, Para, Brasil e sugeriram que 0s rios nao representariam uma barreira efetiva
para a dispersdo destas espéecies fossoriais.

Os termos dispersdo e migracdo podem causar confusdo, uma vez que tém sido
utilizados com sentidos diferentes segundo diferentes areas da biologia comparada: a
genética classica usa migracdo para definir 0 movimento de individuos de uma
populacdo genética para outra; na ecologia, esta troca é geralmente referida como
dispersdo e a migracdo é o movimento de individuos durante a sua vida de uma regido
geogréafica para outra (Allendorf e Luikart, 2007). Segundo Hartl e Clark (1997),
migracdo ‘“refere-se a0 movimento de organismos entre subpopulacdes, ou seja,
equivale a uma “cola” genética que mantém as subpopulacdes geneticamente juntas e
define um limite para o quanto a divergéncia genética pode ter um lugar”. De acordo
com Felsenstein (2011), os calculos de migracdo demostraram que as frequéncias
compreendem a base da heranca génica de uma populacdo, e ndo 0s genotipos

individuais. O autor ressaltou ainda que muitas vezes o termo migrac¢do tem sido usado



como sindnimo de fluxo génico e 0 que se movimenta ndo sdo individuos ou genotipos,
e sim os genes. Mais recentemente, Middleton et al. (2013) definiram migragdo como
um mecanismo utilizado pelos animais para exploracdo de diferentes gradientes
geograficos e fuga de predadores, além de ser um mecanismo de busca de recursos

alimentares e reproducdo (Winne et al., 2006).

1.3. Corallus hortulanus (Linnaeus, 1758)

Os Boidae sdo caracterizados por apresentar denticdo aglifa e compartilham
caracteristicas osteologicas cranianas especificas como duas artérias carotidas, preé-
maxilares com processos ascendentes, maxilares orientados longitudinalmente com
dentes solidos e crista supraoccipital fortemente desenvolvida, além da presenca de um
processo coronoide na mandibula (Kluge 1991; Zug et al., 2001). Vestigios de membros
posteriores aparecem externamente como espordes cloacais e vestigios pélvicos
ocorrem na musculatura do tronco. A maioria dos boideos apresenta receptores térmicos

nas escamas labiais, que captam a radiacéo infravermelha (Zug et al., 2001).

A familia Boidae é composta pelo agrupamento das subfamilias Erycinae,
Phytoninae e Boinae. Esta Ultima composta pelos géneros Boa, Candoia, Epicrates,
Eunectes e Corallus (Kluge, 1991; Lee e Scanlon, 2002).

Segundo Henderson (1997), em Corallus sdo reconhecidas nove espécies
nominais: C. batesii (Gray, 1860), C. blombergi (Rendahl e Vestergren, 1941), C. cookii
Gray 1842, C. grenadensis (Barbour, 1914), C. ruschenbergerii (Cope, 1876), C.
annulatus (Cope, 1876), C. caninus (Linnaeus, 1758), C. cropanii (Hoge, 1954) e C.
hortulanus. Com excecdo de C. cropanii, as espécies de Corallus sdo facilmente
distinguiveis das demais Boinae pela presenca de corpo lateralmente comprimido,

cabeca robusta, pescoco fino e proeminentes fossetas labiais (Henderson, 1997). Essas


http://reptile-database.reptarium.cz/species?genus=Corallus&species=ruschenbergerii&search_param=%28%28search%3D%27Corallus+hortulanus%27%29%29

espécies apresentam porte médio, olhos ressaltados, pupilas verticais e ndo sao
peconhentas (Freitas, 2003).

As espécies de Corallus ocorrem desde o norte da América Central até a regido
sudeste do Brasil, ao sul do Tropico de Capricornio, ilhas oceanicas — Sdo Vicente e
Banco de Granada — e ilhas continentais do Panamd, Brasil e Venezuela (Henderson,
1997). De acordo com Henderson (1997), C. hotulanus, C. caninus e C. batesii
apresentam-se amplamente distribuidas na regido Amazonica, enquanto que as demais
espécies apresentam distribuicdes consideradas restritas e periféricas.

Corallus hortulanus é a espécie mais amplamente distribuida entre os seus
congéneres e apresenta a maior gama geogréafica e ecoldgica dentre todas as serpentes
neotropicais. Esta presente nas florestas Amazonicas das Guianas, sudeste da Colombia,
sudeste da Venezuela, Equador, Peru, Bolivia e Brasil (Henderson, 1997). No Brasil
também pode ser encontrada no Cerrado, Caatinga (Henderson et al., 1995; Rodrigues,

1996) e Mata Atlantica (Cunha e Nascimento, 1993; Henderson et al., 1995) (Figura 1).
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Figura 1 - Mapa de distribuicdo de Corallus hortulanus na América do Sul (Retirado de

Henderson, 1997).

Henderson e Hedges (1995) utilizando o gene mitocondrial Citocromo b,
propuseram uma hipdtese filogenética para C. hortulanus, considerarando validas as
subespécies C. h. hortulanus, presente nas Guianas, Grenada, Sdo Vicente, Peru e Brasil
e C. h. cooki, presente no Panama e Trinidad.

Posteriormente, Henderson (1997) reconheceu quatro espécies plenas no complexo
C. hortulanus. Segundo o autor C. hortulanus ocorre nas Guianas ao longo da
Amazonia até o Brasil; C. ruschenbergerii ao sul da Costa Rica, Panama e ilhas
associadas, norte da Coldombia, norte da Venezuela, incluindo Ilha Margarita e Trinidad
e Tobago; C. cooki em S&o Vicente; e C. grenadensis em Grenada. Corallus hortulanus
distingue-se das demais espécies do complexo por apresentar elevadas contagens dos
caracteres meristicos, como: maior nimero de fileiras de escamas dorsais, 105-137
escamas subcaudais, 5-14 escamas entre as supraoculares, 0-9 escamas infraloreais, 8-
17 escamas cirum-orbitais e o principal elemento no padrdo dorsal € o eliptico
(Henderson, 1997).

Colston et al. (2013), trabalhando com a sistematica molecular e a biogeografia
historica de Corallus, concluiram que C. granadensis e C. cookii sdo linhagens irmés
com pequena divergéncia mitocondrial, situadas dentro de C. hortulanus. Este resultado
sugere que o reconhecimento das duas espécies € questionavel ou ainda que C.

hortulanus é composta por um complexo de espécies cripticas (Figura 2).
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Figura 2 - Hipdtese filogenetica para Corallus proposta por Colston et al. (2013).

Corallus hortulanus apresenta uma grande variacdo no padréo de coloracdo e
desenho (Figura 3) (Cunha e Nascimento, 1993; Henderson, 1997). Além do seu grande
dimorfismo ontogenético, individuos de uma mesma ninhada podem apresentar cores e

desenhos diferentes (Freitas, 2003).



Figura 3 - Variacdo do padrdo de desenho e coloracdo e dimorfismo ontogenético de
Corallus hortulanus, evidenciando individuos jovens (A e G) e individuos adultos (B,
C, D, E, F e H). (Fotos: A-D: Sérgio M. Souza; E: Marcelo Sturaro; F: Angelo Dourado;

G-H: Thyago Freire).
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Considerando que ndo existem trabalhos investigando o relacionamento dos rios
amazOnicos com a estruturacdo morfoldgica e génica das populagbes de Corallus
hortulanus, este trabalho almejou investigar a variacdo morfoldgica e genética de C.
hortulanus ao longo de sua distribuicdo. Desta maneira, o trabalho foi organizado em
dois capitulos, sendo cada um deles formatado de acordo com as normas de publicacdo
das revistas cientificas escolhidas para a sua submissdo na forma de artigos. O primeiro
capitulo intitulado “Polimorfismo cromatico nas popula¢des de Corallus hortulanus
ao sul da bacia amazbnica” sera submetido a revista Zootaxa e teve o objetivo de
descrever a variagdo cromatica das populagdes de C. hortulanus ao sul do Rio
Amazonas e verificar a distribuicdo desta variagdo, considerando 0s principais
interflivios desta regido. O segundo capitulo intitulado “Estruturacdo génica das
populacdes de Corallus hortulanus” sera submetido a revista Molecular Phylogenetics
and Evolution e teve como objetivo analisar a variagdo molecular entre as populacoes
de C. hortulanus presentes nos principais interflivios ao sul da bacia Amazo6nica

Amazonica e compara-la com outras populagdes.
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Resumo

Corallus hortulanus apresenta grande polimorfismo cromaético, além da maior
distribuicdo geografica dentre as serpentes Neotropicais. O objetivo deste trabalho foi
descrever a variagdo cromatica das populaces de C. hortulanus na Calha Sul do Rio
Amazonas e verificar se existe correlacdo entre a distribuicdo geografica e os
morfotipos descritos. Foram analisados 125 espécimes da Calha Sul, além de 13
espécimes da Calha Norte e 13 espécimes de outros estados do Brasil. Os dados foram
organizados em dois conjuntos de caracteres: a cor e 0 padrdo de desenho. Foram
descritos seis morfotipos para a espécie, sendo marrom-acinzentada a cor mais comum e
0 losango alongado o desenho mais frequente. Dois morfotipos apresentaram uma
tendéncia de estruturacdo na Calha Sul, estando relacionados aos rios Madeira e Jurud,
embora deva ser considerado o pequeno numero amostral destes morfotipos. A
comparacdo com populacdes da Calha Norte do Rio Amazonas e de outros estados
brasileiros, mostrou que os morfotipos ndo estdo restritos a Calha Sul, indicando duas
hipdteses: 1) existe fluxo génico entre as populagdes, independentemente da distancia
geogréfica e das barreiras naturais; 2) o padrdo de cor e desenho, provavelmente, seja

uma resposta fenotipica as pressdes nos diferentes ambientes ocupados pela espécie.

Palavras-chave: morfotipo; cromatismo; estruturacdo geografica; rios como barreiras.
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Abstract

Corallus hortulanus presents great chromatic polymorphism, and the largest
geographical distribution among Neotropical snakes. The aim of this study was to
describe the chromatic variation of populations of C. hortulanus from south of the
Amazon River and verify the correlation between the geographical distribution and the
morphotypes described. Were analized 125 specimens from south of the Amazon River,
13 from north of the Amazon River and 13 from other brazilian states. Data were
organized into two sets of characters: the color and design patterns. Six morphotypes
were described, and the most common was the gray-brown color and the elongated
lozenge design. Two morphotypes showed a structuring tendency in south of the
Amazon River, which were related to Madeira and Jurua, despite their reduced sample
size. The comparison of populations from south of the Amazon River with populations
from north of the Amazon River and other brazilian states showed that the morphotypes
are not restricted to south of the Amazon River, indicating two hypotheses: 1) there is
gene flow between populations, regardless of geographical distance and barriers natural;
2) the color pattern and design will probably be a phenotypic response to pressures in

different environments occupied by the species.

Keywords: morphotype; chromaticism; geographic structure; riverine barriers.
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Introducéo

As espécies de Corallus sdo facilmente distinguiveis dos demais Boinae pela
presenca de corpo lateralmente comprimido, cabeca robusta, pescogco fino e
proeminentes fossetas labiais, com excecdo de C. cropanii (Henderson, 1997).
Atualmente, sdo reconhecidas nove espécies: C. batesii, C. blombergi (Rendahl e
Vestergren, 1941), C. cookii Gray 1842, C. grenadensis (Barbour, 1914), C.
ruschenbergerii (Cope, 1876), C. annulatus (Cope, 1876), C. caninus, C. cropanii
(Hoge, 1954) e C. hortulanus (Linnaeus, 1758). Estas espécies estdo presentes desde o
norte da América Central até a regido sudeste do Brasil, ao sul do Tropico de
Capricdrnio, ilhas oceédnicas — S&o Vicente e Granada — e ilhas continentais do Panama,

Brasil e VVenezuela (Henderson, 1997).

Segundo a hipotese de Colston et al. (2013) para Corallus, C. caninus aparece
como grupo irmao do clado C. cropanii ((C. annulatus) (C. ruschembergerii (C.
hortulanus, C. granadensis e C. cookii))). Nesta proposta, o monofiletismo de C.
hortulanus ndo foi confirmado, pois C. granadensis e C. cookii estariam dentro de C.
hortulanus. Este resultado indica ou que estas duas espécies ndo sdo validas ou que C.
hortulanus corresponderia a um complexo de espécies cripticas (Colston et al., 2013).

Com a mais ampla distribuicdo entre as espécies de Corallus, C. hortulanus
pode ser encontrada em ambientes de florestas tropicais do Brasil, Guianas, sudeste da
Colémbia, sudeste da Venezuela, Equador, Peru, Bolivia, assim como em areas abertas
brasileiras, como o Cerrado e Caatinga (Cunha e Nascimento, 1993; Henderson et al.,
1995; Rodrigues, 1996; Henderson, 1997). A espécie apresenta uma grande variacao
cromatica e um acentuado dimorfismo ontogenético (Cunha e Nascimento, 1993;

Henderson, 1997). Essa variagdo fenotipica, segundo Henderson (1997), pode ser
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explicada por um conjunto de fatores ambientais, que podem influenciar no seu
comportamento e na taxa de fluxo génico entre as populacoes.

Neste trabalho, descrevemos a variacdo cromatica das populacdes de Corallus
hortulanus presentes ao sul do Rio Amazonas e verificamos como esta variagdo

distribui-se pelos principais interflivios desta regido.

Material e métodos

Para as analises morfolégicas foram consultadas as cole¢Bes herpetoldgicas do
Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG, Belém); a colecdo do Museu de Zoologia da
Universidade de S&o Paulo (MZUSP, Séo Paulo); e a colecdo do Instituto de Biologia
da Universidade de S&o Paulo (IB-USP, S&o Paulo).

Os espécimes da Calha Sul do Rio Amazonas, Brasil, foram pré-definidos em
grupos segundo a procedéncia, considerando os rios seguintes rios como barreira para
os interflivios: Tocantins, Xingu, Tapajos, Madeira, Purus e Jurua. Desta forma, foram
considerados sete populacbes ao sul do Rio Amazonas: Leste do Tocantins,
Tocantins/Xingu, Xingu/Tapajos, Tapajos/Madeira, Madeira/Purus, Purus/Jurua e Oeste
do Jurud. Para comparacdo dos padrdes cromaticos encontrados na Calha Sul do Rio
Amazonas com os padrdes de outras regibes do Brasil, foram considerados individuos
da Calha Norte do Amazonas (n= 13) e de outros estados brasileiros, como Tocantins
(n=7), Rio de Janeiro (n= 1), Espirito Santo (n= 1), Bahia (n= 1), Alagoas (n= 1) e
Piaui (n= 2). Os espécimes provenientes desses estados foram utilizados na discussao
dos resultados.

Os morfotipos foram definidos segundo os caracteres de padrdo de coloracao e
desenho, sendo consideradas as regides dorsal, lateral e ventral da cabeca, corpo e

cauda. A determinacdo dos morfotipos foi realizada com base na proposta de Henderson
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(1997) com as devidas modificagdes. O padrdo de desenho corporal, na regido dorsal
dorsal do corpo, foi definido em trés grupos: sem mancha, com manchas pequenas e
rombdides e com manchas losangulares alongadas. As cores das manchas e do fundo
foram classificadas nos seguintes grupos: marrom, que inclui diversos tons de marrom-
escuro; bege, incluindo diversos tons de marrom-claro; marrom-acinzentado, incluindo
caqui e taupe; cinza; creme, que inclui tons de amarelo-claro; amarelo; laranja; e
branco.

Considerando que as cores podem desaparecer rapidamente quando o0s
individuos s@o preservados em alcool (Henderson, 1997), os espécimes com 0 COrpo
totalmente sem manchas ou com coloracdo muito clara (branco e/ou creme) e com a
data de coleta antiga foram desconsiderados da analise.

A avaliacdo quanto a porporc¢édo sexual foi realizada por meio do Qui-Quadrado
(X?), testando como hipotese nula de que a proporcdo sexual é independente do
morfotipo. A andlise foi realizada no software ‘“Paleontological Statistics Software
Package for Education and Data Analysis” (PAST versao 1.82b; Hammer et al., 2001),
utilizando 5% de nivel de significancia.

Individuos imaturos sexualmente ndo foram utilizados nas analises
morfologicas, uma vez que C. hortulanus apresenta dimorfismo ontogenético. Para
definicdo de individuos maduros sexualmente seguiu-se a proposta de Pizzato e
Marques (2007), que sugeriram que a maturidade sexual ocorrem em individuos com
CRC igual ou superior a 802 mm.

Todas as amostras foram georeferenciadas e 0s espécimes sem registros de
coordenadas foram georeferenciados utilizando-se as coordenadas do centro geografico

do municipio onde foram coletados
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Resultados

Dos 165 espécimes analisados de Corallus hortulanus, 33 foram
desconsiderados por serem imaturos (CRC inferior a 802mm) e sete pela auséncia de
informagdes de procedéncia. Assim, 125 individuos foram utilizados nas analises
(Anexo 1), sendo organizados em espécimes da Calha Norte (n= 13) e espécimes da
Calha Sul do Rio Amazonas (n= 112). Os espécimes da Calha Sul estdo assim
distribuidos: Leste do Tocantins (n= 30), Tocantins/Xingu (n= 32), Xingu/Tapajos (n=
6), Tapajos/Madeira (n= 25), Madeira/Purus (n=8), Purus/Jurua (n= 8) e Oeste do Jurua
(n=3) (Figura 1).

Com base no padréo de desenhos e coloragéo foi possivel definir seis morfotipos
nas populac6es da Calha Sul. O teste Qui-Quadrado (X2) mostrou que os morfotipos 2 e
3 obtiveram uma proporcéo sexual diferente de 1:1. O morfotipo 2 apresentou 16,7% de
fémeas e 83,3% de machos (X2 = 25,016; p < 0,001) e o morfotipo 3 apresentou 34,8%
de fémeas e 65,2% de machos (X2 = 4,739; p = 0,029) (Tabelal). A anélise nao foi
realizada para o morfotipo 6 devido a baixa representatividade amostral. Além disso,
dois espécimes foram retirados da analise, pois ndo tiveram o sexo identificado. Assim,

122 individuos foram considerados na analise de proporcao sexual.

Tabela 1 - Proporc¢éo sexual de Corallus hortulanus para os morfotipos descritos.

Morfotipo 1 Morfotipo 2 Morfotipo 3 Morfotipo 4 Morfotipo 5 Morfotipo 6
N % N % N % N % N % N %
Fémea 5 556 1 16,7 8 348 13 40,6 27 54,0 2 -
Macho 4 444 5 833 15 652 19 594 23 46,0 - -
X2 0,629 25,016 4,739 1,784 0,321 -
p-valor 0,428 < 0,001 0,029 0,182 0,571 -

Sexo
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Figura 1 - Mapa de distribuicdo dos individuos de Corallus hortulanus analisados na

Calha Sul e Norte do Rio Amazonas, Brasil.

Os morfotipos estdo descritos e ilustrados, com sua distribuicdo mapeada, a
sequir:
Morfotipo 1 - espécimes com corpo claro (creme, amarelo e/ou bege), com pequenas
manchas marrom-escuras, que formam padrdes geométricos mais ou menos definios
como losangos alongados (Figura 2).
Descricdo: Cabeca — cor de fundo clara (creme, amarelo e/ou bege), com manchas que
podem apresentar dois arranjos (Figura 3): Padrdo com manchas escuras bem
delimitadas e marcadas: regido posterior dacabeca com trés faixas escuras de bordas
irregulares, longitudinais e quase paralelas, sendo duas laterais e uma central,
interrompidas na extremidade posterior. A regido occipital origina duas pequenas
manchas escuras, que podem ser circulares ou lineares; entre 0s olhos estdo presentes

pequenas manchas escuras, dispostas irregularmente, que podem ou ndo se unirem;
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faixa pos-orbital escura. Ventre mais claro que dorso, com manchas pequenas, escuras
(marrom) e irregulares, proximas a base do pescoco e das infralabiais (Figura 3). 2)
Padrdo com manchas escuras discretas e pouco delimitadas: cabeca com manchas
grandes e escuras que predominam sobre o fundo, sendo mais concentradas na regido do
focinho; infralabiais mais claras e poucas manchas escuras; faixa pos-orbital mais clara
e pouco evidente; ventre mais claro, sem manchas (Figura 3). Corpo: cor de fundo clara
(creme, amarelo e/ou bege), com manchas losangulares escuras (marrom) mais
evidentes na regido dorsal, podendo se estender até o ventre. Estas manchas séo
resultado da unido de muitas manchas pequenas que tendem a formar padrdes
geométricos de losangos alongados, embora esses desenhos variem, entre individuos, no
sentido dorso-ventre, podendo apresentar-se incompletos, em forma de triangulos. Pode
haver a formacdo de manchas lineares, dispostas entre as manchas losangulares. Ventre
mais claro que o dorso (tons de amarelo e/ou creme) e sem manchas (Figura 4). Cauda:
cor de fundo igual ao do corpo (creme, amarelo e/ou bege), com manchas dorsais
escuras (marrom e/ou bege), com os seguintes arranjos: 1) pequenas manchas, que se
agrupam formando pequenos losangos vazados ou ndo, podendo haver pequenas
manchas menores intercalando as maiores; essas manchas estendem-se até o ventre que
é claro (amarelo e/ou bege); 2) grandes e numerosas manchas escuras, com pouca
tendéncia de formar desenho e em algumas regides a quantidade de manchas predomine
sobre o fundo. Ventre claro (amarelo e/ou bege), com poucas manchas pequenas e
circulares, distribuidas de forma irregular (Figura 5).

Comentarios: os individuos que apresentam o corpo com manchas losangulares bem
definidas, tendem a apresentar 0 mesmo padréo definido de manchas na cabeca e na

cauda, embora em alguns espécimes essa relacdo ndo seja observada.
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Figura 2 - Vista dorsal geral do morfotipo 1 de Corallus hortulanus, evidenciado as
variacGes no padrdo de manchas dorsais em forma de losangos bem definidos (A) e

losangos incompletos, com a formacdo de manchas triangulares (B). Escala= 10mm.
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Figura 3 - Padrdo de desenho da cabeca do morfotipo 1 de Corallus hotulanus,

evidenciando as manchas bem definidas em vistas dorsal (A), lateral (B) e ventral (C) e

as manchas ndo definidas em vistas dorsal (D), lateral (E) e ventral (F). Escala= 10mm.
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Figura 4 - Padrdes de desenhos do corpo do morfotipo 1 de Corallus hortulanus

evidenciando as manchas bem definidas em vistas dorsal (A), lateral (B) e ventral (C) e

as manchas ndo definidas em vista dorsal (D), lateral (E) e ventral (F). Escala= 10mm.
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Figura 5 - Padrbes de desenho da cauda do morfotipo 1 de Corallus hortulanus

evidenciando as manchas bem definidas em vistas dorsal (A), lateral (B) e ventral (C) e

as manchas ndo definidas em vista dorsal (D), lateral (E) e ventral (F). Escala= 10mm.

Distribuicdo: Presente em trés populacdes da Calha Sul do Rio Amazonas: Leste

Tocantins, n= 4; Tocantins/Xingu, n= 1; e Tapajos/Madeira, n= 3; e também na Calha

Norte (n=1). Este padrdo corresponde 7,2% do total de individuos analisados (Figura 6)

(Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuicdo dos morfotipos de Corallus hortulanus presentes nos

interflivios da Calha Sul do Rio Amazonas, Brasil.

Padrdes
InterflGvios Morfotipo 1 Morfotipo2 Morfotipo3 Morfotipo4 Morfotipo5 Morfotipo6 TOTAL
N % N % N % N % N % N %

Leste Tocantins 4 44.4 1 14.3 3 13.0 16 485 6 118 - - 30
Tocantins/Xingu 1 111 2 286 10 435 - - 18 353 1 50.0 32
Xingu/Tapajés - - 1 14.3 1 4.3 - - 4 7.8 - - 6
Tapajos/Madeira 3 333 3 42.9 3 13.0 5 152 11 216 - - 25
Madeira/Purus - - - - 1 4.3 - - 6 11.8 50.0 8
Purus/Jurué - - - - 1 4.3 4 121 3 5.9 - - 8
Oeste Jurud - - - - - 1 3.0 2 3.9 - - 3
Calha Norte 1 11.1 - - 4 17.4 7 212 1 2.0 - - 13

TOTAL 9 7.2 7 5.6 23 184 33 264 51 408 2 1.6 125
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Figura 6 - Distribuicdo do morfotipo 1 de Corallus hortulanus ao longo da Calha Sul

(em relacdo aos interflivios) e Calha Norte do Rio Amazonas, Brasil.

Morfotipo 2 - Espécimes com corpo claro (tons réseos-alaranjados), com muitas
manchas pequenas, circulares e escuras, distribuidas de forma aleatéria por todo o
corpo.

Descricdo: Cabeca — dorso da cabeca com fundo escuro (bege e laranja), com manchas
escuras (marrom), pequenas e circulares, que predominam na regido posterior da cabeca
e podem se unir formando manchas romboides maiores. Regido do focinho com
manchas menores e menos frequentes. Lateralmente, embora apresente tom acinzentado
entre o olho e o focinho, o fundo é mais claro que o dorso da cabega, acompanhando a
cor do ventre e apresenta manchas escuras na regido posterior aos olhos. Faixa pds-
orbital pouco evidente. Ventre claro (branco e/ou creme), sem manchas. Corpo — dorso
com predominio dos tons roseo-alaranjados, podendo apresentar tons de bege, sendo as
escamas mais proximas a regido ventral amareladas, acompanhando a cor do ventre.

Presenca de muitas manchas escuras (marrom), circulares e pequenas, que podem se
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unir, formando manchas maiores, principalmente na regido dorsal. Regido ventral mais
clara que o dorso (creme e/ou amarelo), predominantemente sem manchas,
apresentando apenas poucas manchas escuras (marrom) e circulares, que podem ser
vistas nas laterais do ventre. Cauda — dorso com as mesmas cores do corpo (réseo-
alaranjado, bege e/ou amarelo), com manchas escuras (marrom), em maior quantidade
que no corpo, que podem se agrupar e alcancar as escamas ventrais. Ventre claro (creme
e/ou amarelo), com poucas manchas pequenas e escuras (marrom) na regido de contato
entre o ventre e o dorso (Figura 7).

Distribuicdo: restrito a Calha Sul, nas populacdes que se encontram a leste do rio
Madeira: Leste do Tocantins (n= 1), Tocantins/Xingu (n= 2), Xingu/Tapajos (n= 1) e
Tapajos/Madeira (n= 3). Este morfotipo corresponde a 5,6% dos padrbes analisados

(Figura 8) (Tabela 2).
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Figura 7 - Morfotipo 2 de Corallus hortulanus representando vista geral do corpo (A);

regido cefalica em vista dorsal (B), lateral (C) e ventral (C); regido mediana do corpo
em vista dorsal (E), lateral (F) e ventral (G); regido caudal em vista dorsal (H), lateral

(1) e ventral (J). Escala= 10mm.
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Figura 8 - Distribuicdo do morfotipo 2 de Corallus hortulanus ao longo da Calha Sul

(em relacdo aos interflivios) do Rio Amazonas, Brasil.

Morfotipo 3: Espécimes de cor bege, marrom e/ou marrom-acinzentado, com manchas
losangulares grandes, alongadas e claras.

Descricdo: Cabeca — regido dorsal bege, marrom e/ou marrom-acinzentado, com
manchas que podem apresentar os dois arranjos: 1) sem manchas (Figura 9) ou 2) regido
posterior da cabeca com trés manchas escuras longitudinais e paralelas, sendo duas
laterais e uma central, e na extremidade posterior, dispostas perpendicularmente, duas
pequenas manchas escuras, que podem ser circulares ou lineares; sdo claras (mesma cor
do fundo), confundindo-se com o fundo, como marca d’agua (Figura 10). Lateralmente,
acima das escamas supralabiais, a cabeca € mais escura, acompanhando a cor do dorso.
Cor mais clara (creme) acompanhando o ventre nas escamas supralabiais e, em alguns
casos, nas infraoculares. Faixa pos-orbital clara, (mesma cor do fundo) ndo distinta do

fundo. Ventre claro (creme e/ou amarelo) e sem manchas. Corpo — fundo da regido
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dorsal do corpo acompanha as cores da cabeca (bege, marrom e/ou marrom-
acinzentado). As manchas séo grandes, vazadas, de contorno fino, possuem forma de
losangos alongados, sdo claras (mesma cor do fundo) e suas extremidades inferiores
podem se estender até o ventre. Algumas manchas se limitam a metade superior do
corpo ou sdo descontinuas. Ventre claro (creme e/ou amarelo) e sem manchas (Figura
9). Cauda - fundo da regido caudal acompanha as cores do restante do corpo (bege,
marrom e/ou marrom-acinzentado), entretanto apresenta tons mais escuros. As manchas
séo claras (mesma cor do fundo) e possuem forma de pequenos losangos, que podem ou
ndo serem vazados. A cor do dorso da cauda se difunde para o ventre e se une aos tons

claros de creme (Figura 9).
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Figura 9 - Morfotipo 3 de Corallus hortulanus representando vista geral do corpo (A);

evidenciando o padrdo com auséncia de manchas cefalicas em vista dorsal (B), lateral
(C) e ventral (C); regido mediana do corpo em vista dorsal (E), lateral (F) e ventral (G);

regido caudal em vista dorsal (H), lateral (I) e ventral (J). Escala= 10mm.
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Figura 10 - Padrdo de desenho da cabeca do morfotipo 3 de Corallus hotulanus
evidenciando o padrdo com as manchas bem definidas em vistas dorsal (A), lateral (B) e
ventral (C) e as manchas ndo definidas em vistas dorsal (D), lateral (E) e ventral (F).

Escala= 10mm.

Distribuicdo: presente em todas as populacdes da Calha Sul, com exce¢do do Oeste do
Jurud, distribuidos da seguinte forma: Leste Tocantins (n= 3), Tocantins/Xingu (n= 10),

Xingu/Tapajés (n= 1), Tapajos/Madeira (n= 3), Madeira/Purus (n= 1), Purus/Jurua (n=
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1). Presente também na Calha Norte (n= 4). Representa 18,4% do total de individuos

analisados (Figura 11) (Tabela 2).
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Figura 11 - Distribuicdo do morfotipo 3 de Corallus hortulanus ao longo da Calha Sul

(em relacdo aos interflivios) e Calha Norte do Rio Amazonas, Brasil.

Morfotipo 4 - Individuos com de cores marrom, bege e/ou creme. Manchas grandes,
com forma de losangos alongados. Tem como caracteristica marcante as extremidades
superiores das manchas que sdo mais evidentes. Estas extremidades vindas de lados
opostos se encontram no dorso e esta regido de contato € contornada por manchas
brancas.

Descricdo: Cabeca — fundo de cor bege. As manchas encontram-se predominantemente
atras dos olhos e sdo escuras (marrom). Na regido posterior da cabeca apresenta trés
faixas escuras, irregulares longitudinais e quase paralelas, sendo duas laterais e uma

central, e na extremidade posterior, dispostas perpendicularmente, duas pequenas
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manchas escuras, que podem ser circulares ou lineares. Apresentam duas pequenas
manchas laterais na regido do focinho, de forma linear ou romboide. Em alguns
individuos, estas duas faixas laterais ndo se restrigem a regido posterior da cabeca,
tendo inicio na regido das narinas e se estendendo até a regido posterior, passando pelas
escamas supraoculares. Lateralmente, a partir da linha do olho até a regido dorsal, a
cabeca € mais escura, acompanhando a cor do dorso. Ligeiramente abaixo do olho,
incluindo todas ou algumas supralabiais, a cabega tem cores mais claras acompanhando
a cor do ventre. Faixa pos-orbital escura e, as vezes, descontinua. Pode apresentar
pequenas manchas circulares escuras (marrom) nas supra e/ou infralabiais. Ventre da
cabeca possui fundo claro (branco, creme e/ou amarelo). Manchas de formas indefinidas
e escuras (marrom), proximas a base do pescogo e proximas as escamas infralabiais.
Alguns individuos podem apresentar ventre sem manchas. Corpo — dorso apresenta
gradiente de cores no sentido vertical (dorso-ventre). A regido dorsal é mais escura
(marrom-acinzentado) e, a medida que se aproxima do ventre, apresenta cores claras
(passando pelo bege e podendo ter tons amarelados nas escamas em contato com as
escamas ventrais). As manchas sao escuras (marrom e/ou bege), vazadas, de contorno
espesso, com extremidades inferiores que se estendem até o ventre e possuem forma
similar a um losango alongado. Sdo mais evidentes nas extremidades, especialmente na
extremidade dorsal, com tons mais escuros da cor. As extremidades superiores das
manchas de lados opostos se encontram no dorso, podendo ou ndo se tocar. Nesta regido
de encontro, as extremidades sdo delimitadas por pequenas manchas brancas. Ventre
claro (creme e/ou amarelo), podendo ter ou ndo pequenas manchas escuras (bege e/ou
marrom), circulares e/ou romboides, difundidas ao longo do ventre. Alguns individuos
apresentam tons acinzentados no ventre. Cauda — dorso de cor marrom. Manchas

pequenas, em formato de triangulo ou losango, podem ser vazadas, Sdo escuras
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(marrom. As manchas de lados opostos se encontram no dorso, tocando-se na maioria
das vezes. Nesta regido de encontro, as extremidades sdao delimitadas por pequenas
manchas brancas. No ventre, as extremidades inferiores das manchas de lados opostos
ndo ocupam apenas as laterais e podem se encontrar na regido central. Apresentam
ainda pequenas manchas escuras (marrons) e circulares e/ou romboides difundidas por

todo o ventre (Figura 12).
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Figura 12 - Morfotipo 4 de Corallus hortulanus representando vista geral do corpo (A);

regido cefalica em vista dorsal (B), lateral (C) e ventral (C); regido mediana do corpo
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em vista dorsal (E), lateral (F) e ventral (G); regido caudal em vista dorsal (H), lateral

() e ventral (J). Escala= 10mm. Fotos: Marina Meireles.

Distribuicao: Presente nas populacdes Leste do Tocantins (n= 16), Tapajos/Madeira (n=
5), Purus/Jurud (n= 4) e Oeste do Jurua (n= 1). Também esta presente na Calha Norte

(n=7). Totaliza 26,4% dos individuos analisados (Figura 13) (Tabela 2).
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Figura 13 - Distribuicdo do morfotipo 4 de Corallus hortulanus ao longo da Calha Sul

(em relacdo aos interflivios) e Calha Norte do Rio Amazonas, Brasil.

Morfotipo 5 - Individuos de cores escuras (marrom e/ou marrom-acinzentado). Fundo
pode apresentar padrdo reticulado. Manchas grandes e em forma de losangos. (Figura
14).

Descricdo: Cabeca — dorso com fundo escuro (marrom). Fundo e manchas sem grande
diferenca, apresentando a mesma cor (marrom) e sendo delimitados por finos contornos

de cor clara (branca e/ou creme). Apresenta duas manchas paralelas em forma linear,
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uma de cada lado da cabeca, que tem inicio na regido das narinas e seguem até a regido
posterior da cabecga, passando pelas escamas supra-oculares. Entre estas duas faixas
existem inimeras manchas pequenas e circulares ou romboides. A quantidade de
manchas varia entre os individuos. Lateralmente, a partir da linha do olho até a regido
dorsal, a cabeca é mais escura, acompanhando a cor do dorso. Ligeiramente abaixo do
olho, incluindo todas ou algumas supralabiais, a cabeca tem cores mais claras,
acompanhando a cor do ventre. A faixa orbital tem inicio na regido anterior ao olho,
préximo ao dorso, e continua na regido pos-orbital. Pode apresentar pequenas manchas
circulares na regido do o focinho e nas escamas supra e infralabiais. Ventre claro
(branco, creme e/ou amarelo). Apresenta pequenas manchas escuras (marrom),
circulares e/ou romboides, proximas a base do pescoco e as infralabiais. Algumas
apresentam ainda manchas menores e circulares ao longo do sulco que divide as
escamas mentonianas. Alguns individuos apresentam pequenas manchas romboides em
todo o ventre da cabeca (Figura 15). Corpo — fundo pode ser: 1) de cor semelhante a cor
das manchas (bege e/ou marrom), onde as mesmas se destacam pouco do fundo ou 2)
visivelmente claro (marrom-acinzentado) quando comparado as manchas escuras
(marrons). Pode apresentar padrdo reticulado: escamas de cores escuras (marrom-
acinzentado ou marrom) intercalado por escamas de cores mais claras (amarelo, creme
e/ou branco). As manchas sdo grandes, vazadas, com contorno espesso, podem ser
descontinuas, e com forma de losangos alongados. As extremidades superiores possuem
contorno ainda mais espesso. Estas extremidades superiores das manchas de lados
opostos se encontram no dorso, podendo se tocar ou ndo, e esta regido de encontro pode
ser contornada por manchas brancas. As extremidades inferiores se estendem até o
ventre. Intercalando estas manchas maiores, a presenca de manchas menores com

formas de faixas verticais que podem ou ndo se estender até o dorso, sendo que a
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maioria € descontinua. Ventre claro (creme e/ou amarelo). Apresentam grande
quantidade de manchas pequenas, circulares e/ou romboides, escuras (marroms) e claras
(bege) difundidas por todo o ventre. Alguns espécimes apresentaram ventre com poucas
manchas (Figura 16). Cauda — fundo com as mesmas cores do corpo (bege, marrom
e/ou marrom-acinzentado), com tons mais escuros. Individuos que possuem padréo
reticulado no corpo podem ndo apresentd-lo na cauda. Manchas escuras (marrom),
romboides ou losangular. As extremidades superiores se encontram no dorso e, na
maioria dos casos, se tocam, tendo esta regido de encontro contornada por manchas
brancas. Pode apresentar manchas menores intercalando as maiores. Ventre claro
(creme e/ou amarelo) com presenca de grande quantidade de manchas escuras (marrom)

que predominam sobre o ventre (Figura 17).
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Figura 14 - Vista dorsal geral do morfotipo 5 de Corallus hortulanus, evidenciado as

variacBes ocorrentes neste morfotipo: individuo apresentando o fundo com cor
semelhante a cor das manchas, onde as mesmas se destacam pouco do fundo (A) e
individuo com fundo visivelmente claro comparado as manchas escuras (B). Escala=

10mm.
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Figura 15 - Padrdo de desenho da cabeca do morfotipo 5 de Corallus hotulanus

evidenciando a variagdo dentro do morfotipo: individuos com manchas claras e em
menor quantidade em vistas dorsal (A), lateral (B) e ventral (C) e individuos com
manchas escuras e em maior quantidade em vistas dorsal (D), lateral (E) e ventral (F).

Escala= 10mm.
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Figura 16 - Padrdo de desenho do corpo do morfotipo 5 de Corallus hotulanus

evidenciando a variacdo dentro do morfotipo: individuos com manchas claras em vistas
dorsal (A), lateral (B) e ventral (C) e individuos com manchas escuras em vistas dorsal

(D), lateral (E) e ventral (F). Escala= 10mm.
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Figura 17 - Padrdo de desenho da cauda do morfotipo 5 de Corallus hotulanus
evidenciando a variagdo dentro do morfotipo: individuos com manchas claras em vistas
dorsal (A), lateral (B) e ventral (C) e individuos com manchas escuras em vistas dorsal

(D), lateral (E) e ventral (F). Escala= 10mm.

Comentarios: incialmente este padrdo foi classificado como dois padrdes distintos
(representados pelas Figuras 11 e 12). No entanto, a grande maioria dos individuos
apresentou grande dificuldade de se encaixar ou em um ou em outro. Desta forma, em
uma avaliacdo mais detalhada, notou-se que diferenca entre os dois padrées iniciais
eram as cores — fator inconsistente, como dito anteriormente — e a espessura e
quantidade das manchas.

Distribuicdo: presente nas populacdes Leste do Tocantins (n= 6), Tocantins/Xingu (n=
18), Xingu/Tapajos (n= 4), Tapajos/Madeira (n=11), Madeira/Purus (n= 6), Purus/Jurua
(n= 3) e Oeste do Jurud (n= 2). Também foi encontrado na Calha Norte (n= 1). O
morfotipo 5 apresenta maior frequéncia entre a amostra analisada (40,8%) (Figura 18)

(Tabela 2).
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Figura 18 - Distribuicdo do morfotipo 5 de Corallus hortulanus ao longo da Calha Sul

(em relacdo aos interflivios) e Calha Norte do Rio Amazonas, Brasil.

Morfotipo 6 - padréo que inclui os individuos mais claros e sem manchas ou desenhos.

Descricdo: Cabeca, corpo e cauda possuem o mesmo padrdo de cor no dorso e ventre.
Dorsalmente sdo claros (branco, creme e/ou amarelo) com ventre ainda mais claro
(branco e/ou creme). N&@o apresenta manchas dorsais ou ventrais, com excecdo da
cauda, que apresenta poucas manchas escuras (bege e/ou marrom), circulares, esparsas e

pequenas no dorso e ventre. (Figura 19).

Comentarios: Apos a retirada dos individuos claros, sem manchas e com data de coleta
antiga apenas dois individuos se encaixaram neste padréo.

Distribuicdo: Um dos individuos € proveniente da populacdo Tocantins/Xingu e outro
da populacdo Madeira/Purus. Este morfotipo representa apenas 1,6% dos individuos

analisados (Figura 20) (Tabela 2).
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Figura 19 - Morfotipo 6 de Corallus hortulanus representando vista geral do corpo (A);

regido cefalica em vista dorsal (B), lateral (C) e ventral (C); regido mediana do corpo
em vista dorsal (E), lateral (F) e ventral (G); regido caudal em vista dorsal (H), lateral

(1) e ventral (J). Escala= 10mm.
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Figura 20 - Distribuicdo do morfotipo 6 de Corallus hortulanus ao longo da Calha Sul

(em relacdo aos interflivios) e Calha Norte do Rio Amazonas, Brasil.

Foi possivel observar uma tendéncia de estruturacdo na Calha Sul do morfotipo
2, presente a leste do Rio Madeira, e do morfotipo 6, presente a leste do Rio Purus. Os
morfotipos 5 e 3 apresentaram ampla distribuicdo, mas ao contrario no morfotipo 5, 0 3
ndo foi o mais frequente em nenhuma das populacGes analisadas. Na Calha Norte, os
morfotipos 1 (7,69% do total) e 5 (15,38% do total) foram os menos frequentes e o
morfotipo 4, o mais frequente (53,85%) (Figura 21).

As populacdes que apresentaram o maior numero de morfotipos foram: Leste do
Tocantins, Tocantins/Xingu e Tapajos/Madeira, todos com a presenca de 5 morfotipos
diferentes; enquanto que, a populacdo Oeste do Jurua apresentou 0 menor numero de

morfotipos.
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Figura 21 - Mapa representando as proporc¢des dos morfotipos por interflivios da Calha
Sul e na Calha Norte. Legenda: Azul — morfotipo 1; Vermelho — morfotipo 2; Verde —

morfotipo 3; Roxo — morfotipo 4; Laranja — morfotipo 5; Amarelo — morfotipo 6.

Discussdo

A andlise da variacdo cromatica das populacdes de Corallus hortulanus
presentes na Calha Sul e Norte do Rio Amazonas permitiu a descricdo de seis
morfotipos, corroborando a condigdo polimdrfica da espécie.

Entre a amostra analisada, a cor marrom-acinzentado presente nos morfotipos 3
e 5, foi a mais comum (59,2%) corroborando os dados de Henderson (1997), que teve a
cor taupe, aqui definida por marrom-acinzentada, como a mais frequente na espécie. Da
mesma forma, o desenho dorsal mais frequente relatado por Henderson (1997), também

foi observado nas populagcbes amazoOnicas analisadas, sendo aqui definido como
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manchas losangulares alongadas. Esse padrédo de manchas alongadas foi observado em
todos os morfotipos, exceto no morfotipo 2.

Recentemente, o polimorfismo em serpentes foi correlacionado a resiliéncia das
espécies, sendo as polimorficas significativamente mais antigas que as monomorficas,
embora tenham sido registradas espécies antigas monomorficas e espécies recentes
polimorficas (Pizzato e Dubey, 2012). Em Corallus hortulanus esta condicdo parece
ndo se aplicar, pois, segundo Colston et al. (2013), a espécie teria surgido na América
do Sul durante o Mioceno Médio, ha apenas ~11,9 milhdes de anos. Desta forma, C.
hortulanus ¢ mais recente que as espécies consideradas “jovens” no trabalho de Pizzato
e Dubey (2012).

Na busca de evidéncias eficientes em relacdo a exploragdo dos recursos em
populacdes polimoérficas, Cain e Sheppard (1954) concluiram que o polimorfismo
influenciaria na ampla distribuicdo tanto quanto a ampla distribuicdo favoreceria a
condicao polimorfica. Entre as serpentes Neotropiais, C. hortulanus é conhecida por ser
uma das espécies mais amplamente distribuidas (Henderson, 1997).

Henderson (1997) associou a variacdo cromatica da espécie a outros dois outros
fatores, além de sua ampla distribuicdo, que apontam para uma resposta fenotipica as
condicdes ambientais locais: estratégia de forrageamento “senta e espera” utilizada
pelos adultos, que dependem da coloragdo criptica para evitar a deteccdo por presas e
predadores; e baixa vagilidade da espécie.

Independentemente da relacdo entre o polimorfismo e distribuicdo geografica, a
maioria dos trabalhos concorda que a condi¢do polimorfica infuencia diretamente no
sucesso ecoldgico de uma espécie. A coexisténcia de pelo menos dois padrdes de cores
pode, segundo Forsman et al. (2008), promover maior sucesso ecoldgico tanto das

populacbes quanto das espécies. Estudos com lagartos, serpentes e sapos da Australia
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indicaram que espécies polimérficas, com ampla distribuicdo, utilizam grande
diversidade de habitats e sdo menos frequentes entre as espécies listadas como
ameacadas (Forsman e Berg, 2008; Forsman e Hagman, 2009). Provavelmente, a grande
variagdo cromética de C. hortulanus tenha relacdo direta com seu sucesso ecoldgico nos
diferentes habitats, assim como na sua presenca em diferentes biomas brasileiros
(Cunha e Nascimento, 1993; Henderson et al., 1995; Henderson, 1997).

Shine e Harlow (1998), analisando o policromatismo de Python brongersmai,
concluiram que existe uma forte divergéncia morfol6gica e ecoldgica entre os padrbes
de cores da espécie, indicando que os padrdes estariam associados a outras
caracteristicas, como tamanho e forma da espécie. Desta forma, a cor dorsal ou poderia
influenciar diretamente em outras caracteristicas; ou existiriam associa¢fes entre genes
para cor e genes das caracteristicas relacionadas; ou estaria presente um terceiro fator
que influenciaria tanto na cor quanto nas caracteristicas correlacionadas.

O policromatismo de C. hortulanus poderia estar associado a estratégia de caca
conhecida como predador sedentario de emboscada ou “senta ¢ espera”, assim como
contece em P. brongersmai (Shine e Harlow, 1998). Provavelmente, manter a condicao
polimdrfica seria vantajoso para C. hortulanus, considerando a forte pressdo seletiva
necessaria para manter uma camuflagem eficaz, tanto em relacdo aos predadores quanto
em relacdo as presas. Essa estratégia pode ser amplamente observada em outras
serpentes com polimorfismo cromatico, como elapideos, colubrideos, entre outros
grupos (Shine e Harlow, 1998).

Henderson (1997) sugeriu que o polimorfismo de C. hortulanus poderia estar
associado a uma maior taxa de fluxo génico entre as populac@es, fator esse que poderia
ser interrompido de forma natural (como, por exemplo pela acdo dos rios como barreiras

geogréficas) ou por influéncias antropicas (tais como o desflorestamento e a pratica
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agricola). Nossos resultados indicam que o policromatismo de C. hortulanus nédo
apresenta estruturacdo geografica, o que sugere uma provavel existéncia de fluxo génico
entre as populacdes presentes nos interflivios analisados.

Apesar da falta de correlagdo entre os padrdes crométicos de C. hortulanus e 0s
interflivios, foi possivel observar uma tendéncia de estruturacdo de dois morfotipos na
Calha Sul: o morfotipo 2, com distribuigdo restrita a leste do Rio Madeira e o morfotipo
6, restrito na regido leste do Rio Jurua. No entanto, esses resultados devem ser
ponderados, considerando a pequena amostra destes padrdes, especialmente o morfotipo
6.

O Rio Madeira corresponde ao maior afluente do Amazonas (Everson, 2012;
Goulding et al., 2003), apresentando uma grande variacdo de largura segundo as
estacdes do ano (ndo é inferior a 1 km de distancia entre as margens), assim como
acontece com todos os rios da Amazonia (Sterling, 1996). Recentes trabalhos indicaram
0 Madeira como um rio que atua como barreira para aves e mamiferos, podendo resultar
em estruturacdo génica e/ou diferenca na riqueza e composicao de espécies entre suas
margens opostas (Fernandes et al., 2012; Everson, 2012). Avila-Pires et al. (2009) e
Silva e Sites (1995) obtiveram resultados semelhantes ao observar diferencas na
composicao de squamatas entre as regides leste e oeste ao sul do Rio Amazonas, tendo
0 Madeira como principal barreira. Em relacdo ao Rio Jurud, trabalhos com sapos e
pequenos mamiferos concluiram que o rio apresenta pouca ou nenhuma congruéncia
com a hipdtese ribeirinha (Gascon et al., 1996; 1998; Lougheed et al., 1999; Gascon et
al., 2000).

A presenca de quatro morfotipos (1, 3, 4 e 5) em ambas as margens do Rio
Amazonas indicam, provavelmente, que este rio, assim como 0s seus afluentes, ndo atua

como barreira para C. hortulanus. Estes morfotipos presentes na Calha Norte estdo
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presentes também em outras regides brasileiras (Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia e
Piaui), ndo sendo exclusivos das populacbes amazodnicas. Desta forma, nossos
resultados apontam duas hipoteses para do polimorfismo de C. hortulanus: 1) existe
fluxo génico entre as populagdes, independentemente da distancia geogréfica e das
barreiras naturais; 2) o padrdo de cor e desenho, provavelmente, € uma resposta

fenotipica as pressdes nos diferentes ambientes ocupados pela espécie.
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Resumo

Corallus hortulanus apresenta a maior distribuicdo geografica dentre as serpentes
Neotropicais e atualmente esta inserida em um complexo que inclui quatro espécies. O
objetivo deste trabalho foi identificar grau de estruturacdo genética entre as populacfes de
C. hortulanus ao longo de sua distribuicdo e verificar se os principais interflivios ao sul da
bacia amazénica representam populacBes estruturadas geneticamente em C. hortulanus.
Foram utilizadas amostras provenientes da Calha Sul, Calha Norte e outros estados do
Brasil. Para organizar as populagdes foram utilizado dois métodos: SAMOVA e critérios
fisicos e ecoldgicos. Nas analises filogenéticas foram utilizados os marcadores Citb e COlI,
para comparacao, e nas anélises populacionais foi utilizado apenas Citb. Foram geradas 103
sequéncias de Citb e 38 sequéncias de COIl. Dois conjuntos de populacdes foram
estabelecidos: Conjunto Distribuicdo Total de C. hortulanus (CDT) e Conjunto Calha Sul
do Rio Amazonas (CCS). Em relagdo ao CDT, as cinco populacdes determinadas
apresentaram um nivel intermediario de estruturacdo genética ao longo de sua distribuicéo.
Na comparac¢do dos interflivios utilizando CCS, foi observado que os rios da Calha Sul do
Rio Amazonas apresentaram um padrdo misto, onde Tocantins, Xingu e Madeira ndo
influiram na estruturacdo genética, enquanto Purus e Tapajos se apresentaram como barreira
geografica para as populacdes de C. hortulanus, sendo que apenas em um caso a
estruturacdo é encontrada em todas as analises (Purus). Um cenério evolutivo que pudesse
explicar a diversidade genética de C. hortulanus ndo pOde ser descrito por apenas um
evento biogeografico ou época geoldgica, pois tal cenario é complexo e necessita englobar
alteracdes geoldgicas/climaticas no Plioceno seguido de flutuagbes climaticas no
Pleistoceno, bem como os efeitos de alguns rios da regido amazdnica. Além disso, a
utilizacdo de apenas um locus de heranca matrilineal (DNA mitocondrial) pode ter

mascarado os padrdes filogeograficos e de coalescéncia para C. hortulanus.

Palavras-chave: estruturacdo geogréfica; rios como barreiras; variagdo geénica;
Corallus hortulanus.
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Abstract

Corallus hortulanus has the largest geographical distribution among Neotropical snakes
and is currently part of a complex that includes four species. The aim of this study was
to identify the degree of genetic structure among populations of C. hortulanus
throughout its distribution and verify that the major interfluves of south of the Amazon
basin represent genetically structured populations C. hortulanus. Were utilized samples
from south and north of the Amazon River and from other brazilian states. To organize
the populations were used SAMOVA and physical and ecological criteria. In
phylogenetic analyzes the CITB and COI markers were used for comparison, and in the
population analysis was used only CITB. Were generated 103 CITB and 38 COI
sequences. Two data sets of populations were established: Total Distribution
populations of C. hortulanus (CDT) and South of the Amazon River populations of C.
hortulanus (CCS). Comparing the interfluves using CCS, it was observed that the rivers
of south of the Amazon River showed a mixed pattern, which Tocantins, Xingu and
Madeira rivers did not influence the genetic structure, while Purus and Tapajos rivers
acted as a geographical barrier for populations of C. hortulanus, and only in one case
the genetic structure was found in all analyzes (Purus). An evolutionary scenario that
could explain the genetic diversity of C. hortulanus could not be described by just a
biogeographic or geological epoch event, because its complexity and needs to
encompass geological/climate change in the Pliocene followed by climatic fluctuations
in the Pleistocene, as well as the effects of some rivers of the Amazon region.
Furthermore, the use of only one locus inheritance matrilineal (mitochondrial DNA)

may have masked the phylogenetic and coalescence patterns for C. hortulanus.

Keywords: geographic structure; riverine barriers; gene variation; Corallus hortulanus.
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Introducéo

Entre as nove espécies reconhecida de Corallus, C. hortulanus € a que
apresenta a maior distribuicdo geogréfica, podendo ser encontrada em ambientes de
florestas tropicais do Brasil, Guianas, sudeste da Colombia, sudeste da Venezuela,
Equador, Peru, Bolivia, assim como em é&reas abertas, como o Cerrado e Caatinga
brasileiras (Cunha e Nascimento, 1993; Puorto e Henderson, 1995; Rodrigues, 1996;
Henderson, 1997).

Historicamente, C. hotulanus, C. ruschenbergerii, C. grenadensis e C. cookii
tem sido consideradas espéecies vélidas formando o complexo C. hortulanus
(Henderson, 1997). Recentemente, na hipétese filogenética proposta por Colston et al.
(2013), o monofiletismo de C. hortulanus ndo foi confirmado, considerando a
proximidade entre C. granadensis e C. cookii e as populacGes de C. hortulanus do
Brasil e Guiana.

Um dos principais objetivos das pesquisas evolutivas atuais € entender as
relacbes histdricas entre os taxons, e estudos moleculares tem sido amplamente
utilizados para compreender estas relacGes e, as vezes, compreender também seus
respectivos processos evolutivos (Aleixo, 2004; Ribas et al., 2005; Ribas e Miyaki,
2007; Siqueira et al., 2010; Barth et al., 2010; Ribas et al., 2012; Colston et al., 2013;
Reynolds et al., 2013).

Um grande nimero de estudos filogeograficos revelou que muitas espécies
politipicas amplamente distribuidas pela bacia Amazénica sdo na verdade compostas
por um complexo de espécies (Aleixo, 2002, 2004; Armenta et al., 2005; Carneiro et
al., 2012; Fernandes et al., 2012). Além de sua ampla distribuicdo, C. hortulanus
também apresenta uma grande varia¢cdo no padrdo cromatico e grande dimorfismo

ontogenético (Cunha e Nascimento, 1993; Henderson, 1997; ver Capitulo 1). Segundo
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Henderson (1997), esta grande variedade levou a confusdes taxondmicas, com espécies
sendo descritas baseadas apenas no padréo de coloragéo.

Diversos estudos na Amazbnia tentam entender a alta biodiversidade
encontrada neste bioma (Wallace, 1852; Bates, 1863; Haffer, 1969; Vanzolini, 1970;
Lougheed et al., 1999; Patton et al., 2000; Glor et al., 2001; Cheviron et al., 2005;
Quijadas-Mascarefas et al., 2007). A presenca de rios como barreiras para disperséo de
grupos foi uma hipétese proposta Wallace (1852), na tentativa de justificar esta grande
diversidade de espécies. A partir desta proposicao, varios trabalhos com vertebrados
tém sustentado esta hipotese e/ou elaborado novas hipoteses considerando a influéncia
dos rios na alta diversidade da biota amazbdnica, na identificacdo das areas de
endemismo e na distribuicdo de espécies ao longo das margens opostas (Haffer, 1969;
Lovejoy et al., 1998; Gascon et al., 2000; Bates, 2001; Symula et al., 2003; Aleixo,
2004; Vallinoto et al., 2006; Diaz-Mufioz, 2012; McCartney-Melstad et al., 2012). Para
algumas serpentes amazonicas, 0 padrdo de distribuicdo de pares de espécies foi
associado ao Rio Amazonas (Prudente e Passos, 2010; Silva, 2010). Para Corallus, o
padrdo de distribuicdo de duas espécies estaria associado a presenca dos rios Amazonas
e Negro: sendo que C. caninus (Linnaeus, 1758) estaria restrita a Calha Norte do Rio
Amazonas e oeste do Rio Negro, enquanto que C. batesii (Gray, 1860) estaria restrito a
Calha Sul e leste do Rio Negro (Henderson et al., 2009).

O presente trabalho teve como objetivo responder as seguintes perguntas: 1) qual
0 grau de estruturacdo genetica entre as populacdes de C. hortulanus ao longo de sua
distribuicdo?; e 2) os principais interflivios ao sul da bacia amazbnica representam

populacdes estruturadas geneticamente em C. hortulanus?.
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Material e métodos

Foram amostrados 109 individuos provenientes da Guiana (provincia de Potaro-
Siparuni) e de 11 estados brasileiros (Alagoas, Amazonas, Amapa, Bahia, Minhas
Gerais, Mato Grosso, Para, Piuai, Rio de Janeiro, Rond6nia, Roraima e Tocantins). A
distribuicdo das amostras pode ser visualizada no mapa da Figura 1. As amostras de
tecido foram cedidas pelas colecGes herpetoldgicas do Museu Paraense Emilio Goeldi
(MPEG), do Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo (MZUSP) e da
Universidade de Brasilia (UnB), bem como pela cole¢do de tecidos do Instituto de
Biologia da Universidade de Sao Paulo (IB-USP).

Todas as amostras foram georeferenciadas e 0s espécimes sem registros de
coordenadas foram georeferenciados utilizadas as coordenadas do centro geografico do
municipio onde foram coletados.

A extracdo do DNA foi realizada utilizando Kits de extracdo comerciais
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) seguindo o protocolo do fabricante.

Dois fragmentos do genoma mitocondrial foram amplificados por meio da
técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) utilizando-se iniciadores para 0s

genes mitocondriais citocromo b (Citb) e citocromo oxidase | (COI, Tabela 01).

Tabela 1 - Sequéncias e referéncias dos iniciadores utilizados

Gene Nome Sequéncia (5'-3") Tm(°C) Fonte
Citb 7574 5-TCAAAYATCTCAACCTGATGAAAYTTYGG-3

7575 5-GGCAAATAGGAAGTATCAYTCTGGYTT-3' Pook et al. (2000)
CoOl 7580 5'-GCATTYCCACGAATAAATAAYATRAG-3' 63°C —54°C

7582 5-CCTGTTGGAAYTGCRATRATTAT-3'

A reacdo de amplificacdo do fragmento mitocondrial seguiu o protocolo padréo:
tampao de reacdo (50 mM Tris-HCI; pH 9,0; 50 mM KCI; 2,5 % Triton X 100), dNTPs

(200 uM de cada), 0,2 uM MgCI2, 0,25 uM de cada primer, 0,8ng/ul de DNA das
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amostras e 0,02 U de Tag DNA polimerase. As PCRs para as regides selecionadas
foram efetuadas em um termociclador automatico com um perfil de ciclo com os
sequintes “: 94°C por 30 segundos, 63°C — temperatura de anelamento — por 30
segundos em 72°C por 30 segundos. Durante nove ciclos a temperatura de anelamento
foi reduzida em 1°C até alcancar 54°C. Essa Ultima temperatura foi mantida por 34
ciclos. Seguiu-se em 72°C por 2 mim e depois estabilizou-se em 4°C até retirar do
termociclador. Os produtos de PCR foram enviados & empresa Macrogen (Seul,
Republica da Coreia), para a realizacdo do sequenciamento das duas fitas dos
fragmentos amplificados.

As sequéncias para 0s genes mitocondriais foram montadas e editadas utilizando
0 programa Geneious v. 6.05 (Drummond et al., 2010). O alinhamento das sequencias
foi realizado utilizando algoritmo FFT-NS-i x2 do plug-in do programa MAFFT v7.017
(Katoh et al., 2002), como implementado no programa Geneious.

Foram realizadas duas andlises filogenéticas, a Inferéncia Bayesiana (IB) e a
Maxima Verossimilhanga (MV). A IB foi realizada no programa Mr.Bayes 3.2.1
(Ronquist et al., 2012), utilizando trés corridas independentes com quatro cadeias cada,
por 10 milhdes de geracGes. Os parametros das cadeias foram amostrados a cada 1.000
geracOes e as primeiras 1.000 arvores de cada corrida foram descartadas como burn-in,
apos verificacdo prévia das corridas com o auxilio do programa Tracer 1.5 (Drummond
& Rambaut, 2008). A MV foi realizada no programa RAXML (Stamatakis, 2006),
utilizando o algoritimo rapid bootstrap, sendo o0 suporte para 0s nds estimado por 1.000
réplicas de bootstrap.

Para ambas as metodologias 0 modelo de evolu¢do molecular usado foi definido
através do critério de informacdo de Akaike (AIC) baseado em uma analise prévia dos

dados utilizando o aplicativo JModeltest v 2.1.4 (Posada, 2008).
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O grupo externo foi definido com base no estudo de Colston et al. (2013), sendo
utilizadas sequéncias de Corallus ruschembergerii procedentes do GenBank para Citb,
enquanto as sequencias para o COI foram geradas por nds para a mesma espécie.

A estimativa dos tempos de divergéncia entre os clados mitocondriais (somente
cytb) foi calculada utilizando o método de reldégio molecular estrito no programa Beast
v1.8.0 (Drummond et al., 2013). Foi usada a taxa de substituicdo de 0,0058
mutacdes/sitio/Mya como obtida por Colston et al. (2013) para o clado de C.
hortulanus. Essa datacdo foi realizada a partir de 50x10° geragdes, com uma
amostragem a cada 1000 geracOes, sendo que as primeiras 5000 arvores foram
descartadas como burn-in, apos verificacdo prévia das corridas com o auxilio do
programa Tracer 1.5 (Drummond & Rambaut, 2008)

Para agrupar as amostras em populagdes e estimar a estruturacdo geogréafica das
mesmas foi utilizado o programa SAMOVA vl1.1 (Andlise Espacial de Variancia
Molecular, Dupanloup et al., 2002). Este programa € capaz de estimar o grau de
estruturacdo entre as localidades de coletas e, com isso, definir em quantas populactes
as amostras podem ser agrupadas. Foram avaliados 18 hipOteses de agrupamento,
variando o nimero de populacGes permitidas (k) entre 2 a 20.

Adicionalmente a analise utilizando SAMOVA, a estruturacdo geografica foi
inferida através da Analise de Variancia Molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992),
utilizando o programa Arlequin v3.5 (Excoffier e Lischer, 2010).

Critérios fisicos e ecologicos sdo frequentemente testados em analises de
estruturacdo populacional (Dupanloup et al., 2002). Corallus hortulanus encontra-se
distribuida por diversos biomas neotropicais (Floresta Amazbnica, Mata Atlantica,
Cerrado, etc), bem como encontra-se distribuida por diversas provincias geologicas

(Planalto das Guianas, Planicie Amazdnica, Planalto Central do Brasil, Planicie Costeira
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do Brasil, etc) e dominios morfocliméaticos (Amazdnico, Cerrados, Mares de Morros,
etc) da América do Sul, além de sua distribuicdo abarcar diversos interfllvios
Amazdnicos.

Para avaliar hip6teses de estruturacdo geogréafica pré-definidas dois conjuntos de
dados foram avaliados: 1) Conjunto Distribuicdo Total de C. hortulanus (CDT) e 2)
Conjunto Calha Sul do Rio Amazonas (CCS). No CDT as amostras foram agrupadas
seguindo as grandes divisdes fisicas/ecoldgicas da distribuicdo da espécie em: Calha
norte do Amazonas (n= 17), Calha sul do Amazonas (n= 60), Regido central do Brasil
(n= 13), Regido sudeste do Brasil (n= 7) e Regido nordeste do Brasil (n= 6). Estas
grandes divisdes fisicas tentam sumarizar a diversidade de regides habitadas pela
espécie. Ja para o CCS as amostras foram agrupadas seguindo a divisdo dos interflivios
da calha sul do rio Amazonas em Leste do Tocantins (n= 2), Tocantins/Xingu (n= 20),
Xingu/Tapajés (n= 3), Tapajos/Madeira (n= 26), Madeira/Purus (n= 4) e Purus/Jurua
(n=5). Também, buscando testar a influéncia dos rios na estruturacdo da variacao
genética entre as populacdes da Calha Sul do Amazbnas, foram estimados indices de
fixacdo (Fst) par-a-par entre os interflivios utilizando o programa Arlequin.

As relagdes evolutivas entre os haplétipos foram avaliadas através da construgédo
de redes de haplétipos, no programa Network 4.1 (Bandelt et al., 1999). Para ambos
conjuntos de dados (CDT e CCS) foram construidas redes de haplotipos utilizando-se
apenas as sequencias geradas para Citb.

Também utilizando o programa Arlequin, foram estimadas estatisticas sumarias
como diversidade nucleotidica (x) e haplotipica (Hd), e testes de neutralidade de Tajima

(Tajima, 1983) e de Fu (Fu, 1997).
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Para avaliar a divergéncia genética entre as populaces foram geradas matrizes
de distancia ndo corrigida (p) no programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011), utilizando-

se as sequencias de Citb para os dois conjuntos de dados.

Resultados

Dos 109 individuos sequenciados, foram geradas 103 sequéncias de Citb e 38
sequéncias de COI de C. hortulanus. Devido ao pequeno nimero de sequencias geradas
para o COl, as analises populacionais foram realizadas apenas com as sequencias de

Citb.
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Figura 1 - Mapa de distribuigdo dos individuos de Corallus hortulanus amostrados no

Brasil e Guiana.

As andlises filogenéticas das sequencias de Citb apresentaram topologias

semelhantes e, portanto, foram representadas na mesma figura (Figura 2). Os clados
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com altos valores de suporte (>70% para bootstrap ou >90% para probabilidade
posterior) foram recuperados em todas as analises e possuem uma clara estruturacéo
geografica que pode ser visualizada no mapa da Figura 2. No entanto, a relacdo entre
estes clados ndo foi constante entre as diferentes arvores filogenéticas. A principal
diferenca entre as andlises reside no ponto de enraizamento da diversidade de C.
hortulanus (Figura 2, Anexos 3 e 4).

As topologias das analises filogenéticas para as sequencias de COIl também
foram similares (Anexos 5 e 6) e, novamente, a relacdo entre os clados formados néo foi
constante. Apesar do pequeno numero amostral, as topologias de COI corroboraram a
maioria dos agrupamentos formados nas topologias de Citb e serdo descritos a seguir de
forma comparativa.

Treze clados com altos valores de suporte foram recuperados pelas analises
filogenéticas das sequencias de Citb (Figura 2). Estes clados foram nomeados de A a M
e encontram-se descritos abaixo.

O clado A ¢ formado por espécimes provenientes da regido Central do Brasil (n=
6), estado do Tocantins, na topologia de Citb, ndo sendo corroborado por COI (IB e
MV) ), devido a auséncia destes espécimes nesta segunda topologia.

O clado B é composto por individuos da regido Sudeste, incluindo os estados do
Espirito Santo (n= 4), Minas Gerais (n= 2) e Rio de Janeiro (n= 1) e um individuo da
regido Nordeste, estado da Bahia (Municipio de Trancoso). Este clado foi corroborado
na topologia de COI, com algumas diferengas: o espécime proveniente do estado da
Bahia nas arvores de COI e Citb, sdo de municipios distintos. Além disso, na topologia
de COI, o clado B apresenta como grupo irmado um individuo proveniente do Piaui,

individuo ndo incluso na topologia de Citb.
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O clado C é composto apenas por individuos da Calha Norte (n= 3), sendo todos
provenientes do estado do Para. Este clado ndo p6de ser corroborado pelas topologias
de COl, devido a auséncia dos espécimes. O clado C tem como grupo irmédo o clado D,
mas 0S apoios estatisticos para essa relacdo foram baixos em todas as topologias. O
clado D é composto por espécimes provenientes da regido Nordeste, Piaui, e um
individuo da populagdo Central, Tocantins. Este grupo foi corroborado nas topologias
de COI com apenas dois espécimes, um do Tocantins e um do Piaui.

O clado E é composto por dois subclados: o subclado F, que abrange cinco
espécimes provenientes da Calha Sul do Rio Amazonas, incluindo os interflivios
Madeira/Purus (n= 1) e Purus/Jurua (n=5), no estado do Amazonas; e o0 subclado G,
que abrange apenas individuos da Calha Norte, no estado de Roraima. O asterisco no
taxon “ch 040” indica que sua posicao nas topologias gerada pelo BEAST e nas outras
duas topologias (IB e MV) foram significativamente diferente. Na arvore gerada pelo
Beast o taxon “ch 040” aparece como grupo irmdo do clado E, enquanto que, nas outras
duas topologias, este taxon aparece no subclado F, embora seja geneticamente diferente
dos demais espécimes do grupo (ver comprimento dos ramos nos Anexos 3 e 4). Na
topologia encontrada para COI o clado E foi corroborado, mas com um menor nimero
de espécimes, tanto no subclado F quanto no subclado G.

O clado H é composto por um espécime da Calha Sul, no interflivio
Xingu/Tapajés, e por trés espécimes da Calha Norte, nos estados Para (n= 1) e Amapa
(n= 2). Nas topologias para COI, apenas um individuo, proveniente do Amapa, foi
sequenciado.

O clado I é composto por espécimes da Calha Sul provenientes do leste do Rio
Madeira, incluindo as populacdes do Leste do Tocantins (n= 2), Tocantins/Xingu (n=

17), Xingu/Tapajos (n= 2) e Tapajos/Madeira (n= 6); e um espécime da Calha Norte, do
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Amapé. Nas topologias para COIl este clado também foi corroborado, no entanto com
um nimero menor de espécimes e com a presenca de especimes que ndo se encontram
nas topologias de Citb, mas que séo provenientes dos mesmos interflavios.

O clado J é composto por espécimes da Calha Sul, incluindo as populacdes do
Tocantins/Xingu (n=3), Tapajés/Madeira (n= 19) e Madeira/Purus (n= 3); espécimes
provenientes da Regido Central (n= 6), estados do Mato Grosso e Tocantins; e um
espécime da Calha Norte, estado do Pard. Dentro deste grande clado sdo encontrados
trés subclados relativamente bem suportados: o subclado K, composto por espécimes da
Calha Sul, interflavios Tapajés/Madeira (n= 5) e Madeira/Purus (n= 1) e um especime
da Regido Central, Mato Grosso; o subclado L, composto por espécimes da Calha Sul,
interflavios Tocantins/Xingu (n= 1) e Tapajos/Madeira (n=5) e um espécime da Calha
Norte, estado do Para; e o subclado M, composto por espécimes da Calha Sul,
interflavios Tocantins/Xingu (n= 2) e Madeira/Purus (n= 1); e espécimes da Regido
Central, dos estados Mato Grosso (n= 5) e Tocantins (n= 1). Os demais individuos
dentro do clado J ndo formaram agrupamentos com alto valor de apoio para 0s nés. Nas
topologias encontradas para COIl, o clado J é formado por apenas dois individuos. Os
subclados K, L e M nao foram corroborados pela topologia do COI.

Poucas relacbes entre os clados encontrados foram bem apoiadas
estatisticamente. Desta forma, ndo foi possivel determinar com seguranca as relacdes

entre 0S mesmos.
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Figura 2 - Filogenia construida a partir do gene Citb para as populagdes de Corallus

hortulanus com base em Inferéncia Bayesiana (1° apoio — Beast; 2° apoio - Mr. Bayes) e

Méaxima Verossimilhanga (3° apoio). Apenas 0s apoios moderadamente ou bem

apoiados estatisticamente foram mostrados. No detalhne o mapa com cores

correspondentes aos clados mostrando a distribuicdo dos mesmos.
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A andlise de tempo de divergéncia apresentou uma estimativa de cladogénese
entre C. hortulanus e C. ruschenbergerii de aproximadamente 10,39 Ma, na metade
final do Mioceno.

O primeiro evento cladogénico ocorreu entre o clado A (Populagdo Central,
estado Tocantins) e as demais populagdes, ha aproximadamente 2,95 Ma.
Posteriormente, ha + 2,63 Ma, houve a separacdo do clado B (Populacdo Sudeste) +
espécimes das populacdes Nordeste e alguns espécimes das populagdes Amazbnia +
Central. A Calha Norte separou-se da Calha Sul duas vezes (+2,02): uma separacao
ocorreu entre os clados G (Norte) e F (Sul); e a outra aconteceu entre H (Norte) e 1+]
(Sul). Dentro da Calha Sul, a separacdo entre | e J ocorreu ha = 1, 71 Ma e houve o
surgimento de um clado da populacdo Central (M), fortemente ligado a Calha Sul (£
0,67). A separacdo entre Nordeste (D) e Calha Norte (C) foi ha + 1,45 Ma. A separacéo

entre Nordeste e Sudeste (B) ocorreu ha £ 1,36.
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Figura 3 - Cronograma estimado pelo programa Beast com as sequencias de

Corallus hortulanus.

Citb de
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N&o foi possivel delimitar o nimero de populac@es (k) para o conjunto total de

sequencias utilizando o programa SAMOVA, uma vez que a variagdo entre grupos (Fcr)

aumentou indefinidamente (Tabela 2), chegando ao valor méximo com k igual a 20.

Tabela 2 - Valores de Fsc, Fste Fcrencontrado pelo SAMOVA para cada k.

Populacgdes FSC FST FCT
2 0,68145 0,81684  0,42503
3 0,5975 0,78344 0,46197
4 0,66441 0,80085 0,40656
5 0,53533  0,79072  0,54961
6 0,50609 0,79226  0,5794
7 0,48261 0,79433  0,60248
8 0,36446  0,75907  0,6209
9 0,29435 0,74672  0,64107
10 0,25554  0,74411 0,65628
11 0,20026  0,74497  0,6811
12 0,14619 0,74081  0,69643
13 0,10956  0,74085 0,70896
14 0,05624 0,74158 0,72618
15 0,01398  0,74065 0,73697
16 -0,02142  0,73923  0,7447
17 -0,06805 0,73647 0,75326
18 -0,1239  0,73399  0,76331
19 -0,17105 0,73427 0,77308
20 -0,20976  0,73418  0,78027

A rede de haplotipos construida utilizando todas as sequencias de Citb (CDT,

Figura 4), mostrou uma discreta tendéncia de estruturacdo entre as populacdes. Apesar

disso, todas as populacGes compartilharam haplétipos com pelo menos mais uma

populacdo. Em um total de 66 haplétipos, 49 sdo hapldtipos Unicos e a maioria

apresenta baixa frequéncia.
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Figura 4 - Rede de haplétipos construida com todas as sequencias de Citb geradas para
as populacbes de Corallus hortulanus definidas com base nas grandes divisdes
fisicas/ecologicas da distribuicdo da espécie (CDT). Rosa = Calha Norte; Azul = Calha

Sul; Verde = Central; Laranja = Sudeste; Preto= Nordeste.

A populacdo Calha Sul compartilhou dois haplotipos com a populacdo Central
(H5 e H8), um haplétipo com a populacdo Calha Norte (H23) e possui 37 haplotipos
exclusivos. A populacdo Calha Norte, além do haplotipo compartilhados com a Calha
Sul, apresentou 12 haplétipos exclusivos. A populacdo Central apresentou seis
haplotipos exclusivos.

A populacdo Nordeste apresentou cinco haplétipos exclusivos e um haplétipo
compartilhado com a populagdo Sudeste (H63), que apresentou dois haplétipos

exclusivos.
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A rede de hapl6tipos gerada apenas para as sequencias de Citb dos individuos
distribuidos entre os interflivios da calha sul do Rio Amazonas (CCS, Figura 5) ndo
apresentou estruturacdo entre as populacdes delimitadas pelos rios. Em um total de 40
haplétipos, 31 foram hapl6tipos Unicos e a maioria apresentou baixa frequéncia. Com
excecdo das populacBes Tapajoés/Madeira e Madeira/Purus, que compartilharam um
haplétipo (H4), as demais popula¢fes ndo compartilharam hapl6tipos entre si. De forma
geral, foi obsservado nesta rede de hapl6tipos trés agrupamentos: o primeiro grupo
composto em sua maioria por haplétipos da populacdo Tapajos/Madeira e alguns
haplotipos de Madeira/Purus e Tocantins/Xingu; o segundo grupo apresentou haplétipos
de Purus/Jurua e um haplétipo de Madeira/Purus; e 0 terceiro grupo composto em sua
maioria por haplotipos de Tocantins/Xingu e alguns de Leste do Tocantins,
Xingu/Tapajés e Tapajos/Madeira. Fora destes grupos ainda € possivel observar um
haplotipo do Tapajos/Madeira e um do Xingu/Tapajos.

A populacdo Leste do Tocantins apresentou dois haplotipos exclusivos,
Tocantins/Xingu 12, Xingu/Tapajos 03, Tapajos/Madeira 16, Madeira/Purus 03 e
Purus/Jurua também 03 haplétipos exclusivos.

A AMOVA realizada com o CDT indicou que o percentual de variacdo foi
levemente maior entre as populacdes (50,49%) do que dentro das mesmas (49,51%).

A diversidade nucleotidica total encontrada foi de 0,016569 (+/- 0,008739),
sendo que a Regido Calha Norte foi a populacdo que apresentou maior diversidade
nucleotidica (0,019016 +/- 0,010470) e a Regido Sudeste, a menor diversidade
(0,001544 +/- 0,002111). O namero total de haplétipos foi 66, sendo que a Calha Sul
apresentou o maior numero de haplétipos (n= 40) e a regido Sudeste 0 menor nUmero

(n=3) (Tabela 3).

77



T
‘ 7—_:1‘ - / =9

H_3% .

Figura 5 - Rede de haplotipos construida apenas com as sequencias de Citb geradas

para as populacdes de Corallus hortulanus definidas com base nos interflavios da calha

sul do Rio Amazonas (CCS). Verde-claro = Leste do Tocantins; Verde-escuro

Tocantins/Xingu; Azul = Xingu/Tapajés; Roxo = Tapajos/Madeira; Rosa

Madeira/Purus; e Amarelo = Purus/Jurua.

Tabela 3 — Estatisticas sumarias e testes de neutralidade para as populacdes de Corallus
hortulanus definidas com base nas grandes divisdes fisicas/ecoldgicas da distribuicao da

espécie (CDT).

N h S Hd I1 D FS'

CE 13 8 14  0,9103+/- 00,0559 0,012999 +/- 0,007503 0,99174 -0,41234
CN 17 13 26  0,9485+/-0,0435 0,019016 +/- 0,010470 -0,15410 -3,23483
CS 60 40 37 0,9797 +/-0,0075 0,013082 +/- 0,007034 -0,87922  -25,30893 *
NO 6 6 15 11,0000 +/-0,0962 0,015958 +/- 0,010077 0,52918 -1,50529
SD 7 3 1 0,6667 +/- 0,1598 0,001544 +/- 0,002111 -1,00623 -2,09312 *

Total 103 66 55 0,9871+/-0,0035 0,016569 +/- 0,008739 -1,19752  -25,01740 *

N= numero de sequéncias; S= numero de sitios variaveis; h= namero de haplétipos;
Hd= diversidade haplotipica; = diversidade nucleotidica; D= D de Tajima; FS= FS de
Fu. *Valores significativos. CN= Calha Norte, CS= Calha Sul, CE= Central, NO=
Nordeste, SD= Sudeste.
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Os resultados obtidos nos testes de neutralidade revelaram desvios em trés casos:
quando as populacdes foram todas agrupadas e para as populagdes Calha Sul e Sudeste
em relacdo ao F de Fu, que apresentou valores negativos significativos. No entanto, o0 D
de Tajima, apesar de ter apresentado valores negativos em algumas populacdes, néo
apresentou nenhum valor significativo. Desta forma, existe uma clara tendéncia de
expansao populacional para a Calha Sul, Sudeste e para a espécie como um todo.

Os valores de divergéncia genética (distancia p ndo corrigida) intrapopulacionais
ndo ultrapassaram 2,5%, sendo que a populagdo com menor divergéncia foi Sudeste
(0,1%) e com a maior divergéncia foi Nordeste (2,5%). Quanto as divergéncias
interpopulacionais, a maior divergéncia ocorreu entre Calha Sul e Nordeste (2,9%) e
entre Calha Norte e Nordeste (2,9%); e a menor divergéncia entre Calha Sul e Central
(1,9%). A divergéncia entre as populacdes de C. hortulanus e o grupo externo variou de

6,3% a 7,4% (Tabela 4).

Tabela 4 - indices de diversidade genética (%) para o gene do Citocromo b para as
populacdes de C. hortulanus definidas com base nas grandes divis@es fisicas/ecologicas

da distribuicdo da espécie (CDT).

CE CS CN NO SD
CE 1,7
cs 1,9 (1,3

CN 2,5 2,2 (2,2)
NO 2,7 2,9 2,9 (2,5)
SD 2,7 2,6 2,7 2,3 0,1)
Out 6,3 7,0 7,4 7,2 7,1
CN= Calha Norte, CS= Calha Sul, CE= Central, NO= Nordeste, SD= Sudeste e GE= Grupo Externo.

Para o CCS os resultados de Fst mostraram-se significativos apenas entre
algumas populacdes (Tabela 5). A Unica populacdo que apresentou estruturacdo em
relagdo a todas as outras foi Purus/Jurua. Os rios Tocantins, Xingu e Madeira ndo

representaram barreira geograficas. Além disso, as popula¢des a leste do Rio Tapajos
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(Leste Tocantins, Tocantins/Xingu, Xingu/Tapajés) podem ser consideradas uma
Unica populacdo, uma vez que os valores de Fsr ndo foram significativamente
diferentes de zero, indicando que ndo existe nenhuma estruturacdo entre estas
populagdes. O resultado da AMOVA indicou que a variagdo encontrada entre as
populacdes analisadas foi levemente menor (48,09%) que a variacdo dentro das

populagdes (51,91%).

Tabela 5 - Valores de Fst par a par utilizando o marcador Citb, onde as populagdes de
Corallus hortulanus definidas com base nos interflivios da calha sul do Rio Amazonas

(CCS).

LToc MadPur PurJur TapMad TocXin

LToc
MadPur  0,18943
PurJur 0,86986 *  0,49628 *
TapMad  0,27554 *  0,10631 0,72827 *
TocXin -0,08201 0,44835* 0,82783* 0,33802 *
XinTap -0,26506 0,07981 0,72828 *  0,20967 *  0,13897
Ltoc= Leste do Tocantins; MadPur= Madeira/Purus; PurJur= Purus/Jurud, TapMad= Tapajoés/Madeira,

TocXin= Tocantins/Xingu, XinTap= Xingu/Tapajés. *Valores significativos de Fsrt.

Para os interflavios da calha sul a diversidade nucleotidica total encontrada foi
0.013082 (+/- 0,007034), sendo que a maior diversidade foi da populacédo
Madeira/Purus (0,017544 +/- 0,012224) e a menor de Purus/Jurud (0,004293 +/-
0,003256). O numero total de haplotipos foi 40, sendo que Tapajés/Madeira apresenta o
maior nimero de haplotipos (n= 17) e Leste Tocatins (h= 2) o menor ndmero de

haplotipos (Tabela 6).
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Tabela 6 — Estatisticas sumarias para as populacdes de Corallus hortulanus definidas

com base nos interflivios da calha sul do Rio Amazonas (CCS).

N h S Hd T D FS'
LToc 2 2 5 1,0000 +/- 0,5000 0,009158 +/- 0,010032 0,00000 1,60944
MadPur 4 4 18 1,0000+/-0.1768 0,017544 +/- 0,012224 -0,50485 0,25294
Purdur 5 3 6 0,7000 +/- 0.2184 0,004293 +/- 0,003256 -1,14554 0,95181
TapMad 26 17 20  0,9569 +/- 0.0226 0,009439 +/- 0,005448 -0,91216 -8,80564 *
TocXin 20 12 12  0,9105+/- 0.0452 0,005955 +/- 0,003696 -0,75218 -5,89470 *
XinTap 3 3 10 1,0000+/-0.2722 0,011841 +/- 0,009587 0,00000 0,70320

Total 60 40 37 0,9797 +/- 0.0075 0,013082 +/- 0,007034 -0,87922  -25,30893 *

N= nimero de sequéncias; S= numero de sitios variaveis; h= nimero de haplétipos;
Hd= diversidade haplotipica; n= diversidade nucleotidica; D= D de Tajima; FS= FS de
Fu. *Valores significativos. Ltoc= Leste do Tocantins; MadPur= Madeira/Purus;
PurJur= Purus/Jurua, TapMad= Tapajos/Madeira, TocXin= Tocantins/Xingu, XinTap=

Xingu/Tapajos.

Em relacdo as estatisticas de neutralidade, os resultados obtidos também
revelaram desvios em trés casos: quando as populacdes foram todas agrupadas e para as
populacdes Tocantins/Xingu e Tapajés/Madeira em relacdo ao FS de Fu, que apresentou
valores negativos significativos. No entanto, o0 D de Tajima, apesar de ter apresentado
valores negativos ndo apresentou nenhum valor significativo.

Os valores de divergéncia genética intrapopulacionais nao ultrapassaram 2%,
sendo que a populacdo com menor divergéncia foi a Leste do Tocantins (0,3%) e com a
maior divergéncia foi do interflivio Madeira/Purus. Quanto as divergéncias
interpopulacionais, a maior divergéncia ocorreu entre Leste do Tocantins e Purus/Jurua
(3,3%); e a menor divergéncia entre Leste do Tocantins e Tocantins/Xingu (0,5%). A
divergéncia entre as populacdes de C. hortulanus e o grupo externo escolhido variou de

7,9% a 6,5% (Tabela 7).
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Tabela 7 - indices de diversidade genética (%) para o gene do Citocromo b para as

populagbes de C. hortulanus definidas com base nos interflavios da calha sul do Rio

Amazonas (CCS).
LToc MadPur PurJur TapMad TocXin XinTap
LToc (0,3)
MadPur 2,0 (2,0)
Purjur 3,3 2,3 (0,5)
TapMad 1,3 1,6 3,1 (1,2)
TocXin 0,5 1,9 3,2 1,4 (0,6)
XinTap 0,8 2,0 2,9 15 1,0 1,4)
GE 6,5 7,7 7,9 7,3 7,0 6,8

Ltoc= Leste do Tocantins; MadPur= interflivio Madeira/Purus; PurJur=  Purus/Jurua, TapMad=

Tapajos/Madeira, TocXin= Tocantins/Xingu, XinTap= Xingu/Tapajés, GE= Grupo Externo.

De acordo com os valores de Fst mostrados anteriormente, onde se concluiu que
as populacdes a leste do Rio Tapajos correspondem a uma mesma populagédo, outra
analise foi realizada organizando as amostras da Calha Sul em apenas quatro
populacdes: 1) Leste do Tapajos (populacdo composta por todos os interflivios que
estdo ao leste do Rio Tapajos); 2) Tapajos/Madeira; 3) Madeira/Purus; e 4) Purus/Jurua
(Tabela 8). De acordo com os resultados desta ultima anélise, observou-se que a unica
populacdo que ndo apresentou estruturacao foi Tapajos/Madeira em relacdo a populacao
do Madeira/Purus. Neste caso, a analise de AMOVA indica que a variacdo encontrada
entre populacdes foi maior (50,49%) que a variacdo encontrada dentro das populacdes

(49,51%).
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Tabela 8 - Valores de Fst par a par utilizando o marcador Citb, onde as populagdes de
Corallus hortulanus foram definidas com base na auséncia de estruturacdo ao Leste do

Rio Tapajos.

MadPur PurJur TapMad

MadPur
PurJur 0,49628 *
TapMad  0,10631 0,72827 *
LTap 0,42981* 0,80493* 0,32385 *
PurJur= Purus/Jurua; MadPur= Madeira/Purus; LTap= Leste do Tapajds. *Valores significativos de Fsr.

A diversidade nucleotidica total foi 0,013082 (+/- 0,007034), sendo que a maior
diversidade foi encontrada na populacdo Madeira/Purus (0,017544 +/- 0,012224) e a
menor diversidade foi novamente Purus/Jurua (0,004293 +/- 0,003256). Do total de 40
haplotipos, as populacdes Leste do Tapajos e Tapajés/Madeira apresentaram 0 maior
namero de haplotipos (ambas com n= 17) e Purus/Jurua apresentou o menor niamero (n=

3) (Tabela 9).

Tabela 9 — Estatisticas sumarias para as populacdes de C. hortulanus definidas com

base na auséncia de estruturacdo ao Leste do Rio Madeira.

N h S Hd T D F

LTap 25 17 16  0.9433+/-0.0315 0.006510 +/- 0.003938 -1.10535  -12.05844 *
MadPur 4 4 18 1.0000+/-0.1768 0.017544 +/- 0.012224 -0.50485 0.25294

Purdur 5 3 6 0.7000 +/- 0.2184 0.004293 +/- 0.003256 -1.14554 0.95181
TapMad 26 17 20  0.9569 +/- 0.0226 0.009439 +/- 0.005448 -0.91216 -8.80564 *

Total 60 40 37 0.9797 +/- 0.0075 0.013082 +/- 0.007034 -0.87922  -25.30893 *

PurJur= Purus/Jurua; MadPur= Madeira/Purus; LTap= Leste do Tapajos; N= nimero de sequéncias; S=
nimero de sitios variaveis; h= nimero de haplétipos; Hd= diversidade haplotipica; == diversidade

nucleotidica; D= D de Tajima; F= F de Fu. *Valores significativos.

Em relacdo as estatisticas de neutralidade, os resultados obtidos também

revelaram desvios em trés casos: quando as popula¢fes foram todas agrupadas e para as
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populacbes Leste do Tapajos e Tapajos/Madeira em relagdo ao F de Fu, que apresentou
valores negativos significativos. No entanto, o D de Tajima, apesar de ter apresentado
valores negativos em algumas populacfes, ndo apresentou nenhum valor significativo.
Portanto, existe uma tendencia de que na Calha Sul, C. hortulanus estd em expanséo,

especialmente as populacGes Leste do Tapajos e Tapajos/Madeira.

Discusséo

O presente estudo corroborou o tempo de divergéncia de Corallus hortulanus
encontrado por Colston et al. (2013), cujo surgimento teria ocorrido na América do Sul
ha aproximadamente 11,9 Ma (cronograma gerado pelo Beast 10,39 Ma).

Em relacdo aos diferentes enraizamentos encontrados para as trés arvores de
Citb e as duas arvores de COIl geradas para Corallus hortulanus, é provavel que a
explicacdo seja a grande distancia entre C. hortulanus e C. ruschembergerii, espéecie
escolhida como grupo externo. Esta hipotese € corroborada pelas distancias p ndo
corrigidas entre as populagdes e o grupo externo (6,3% < distancia p < 7,4%). Apesar da
grande distancia entre os dois taxons, C. ruschembergerii ainda € a espécie mais
proxima de C. hortulanus (Colston et al., 2013).

Graham et al. (2002) afirmaram que um erro sistematico particularmente
problematico estd no enraizamento, especialmente quando o grupo externo utilizado
para 0 enraizamento da arvore € altamente divergente do tdxon em estudo. Os autores
afirmaram que arvores enraizadas incorretamente podem resultar em inferéncias
evolutivas e taxondmicas enganosas, e isso pode ser um fendmeno relativamente
generalizado em estudos filogenéticos.

Segundo Dupanloup et al. (2002), a impossibilidade de estimar o nimero de

popula¢bes usando SAMOVA é um resultado esperado como um artefato da relacdo (1
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—FST) = (1 — FSC)(1 — FCT), onde o aumento do niimero de grupos de populagdes (k)
leva & reducdo do namero de populagdes (localidades de coleta) em cada grupo de
populacgdes, e consequentemente uma redugdo do FSC e um correspondente aumento do
valor de FCT. Este artefato analitico ocorre especialmente em estudos com amostragem
populacional reduzida (N baixo nas localidades de coleta) tornando o valor de FCT
ineficiente para a escolha do melhor k.

Em relacdo a primeira pergunta que se propds responder neste trabalho, os
resultados para CDT mostraram que as cinco populagdes (Calha Sul, Calha Norte,
Central, Nordeste, Sudeste) apresentaram um nivel intermediario de estruturagdo
genética ao longo da distribuicdo de C. hortulanus. Contudo, apesar dos altos valores de
Fst e distancia p, as topologias e rede de hapldtipos mostraram relativa proximidade
genética entre as populacdes. Alem disso, o0 AMOVA mostrou que, embora a maior
variagao ocorra entre as populagdes, esta variacdo nao é grande (50,49%).

As analises filogenéticas ndo permitiram estabelecer com certeza a relacdo entre
as populacdes organizadas a partir de CDT, devido ao enraizamento dispar entre as
arvores e 0 baixo apoio estatistico dos mesmos. No entanto, a relacdo proxima entre 0s
clados F e G, foi constante em todas as topologias, apresentando alto apoio estatistico.
Este alto apoio entre os dois clados indica a relacdo de proximidade genética entre as
regides norte e sudoeste da Amazonia brasileira.

Gascon et al. (2000) afirmaram que uma previsdo importante na hipotese dos
rios como barreiras, é que o fluxo génico na cabeceira dos rios € menor do que na foz,
onde o0 aumento da distancia entre as margens implicaria no aumento da barreira. Na
regido oeste da Amazdnia estdo localizadas as cabeceiras de grandes rios como
Madeira, Purus, Jurua, Solim@es e Negro. Este fator pode explicar a ocorréncia de fluxo

génico entre estas duas populacBes agrupadas no clado E. Outra possivel hipotese
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relaciona a falta de efeito de rios como barreiras geograficas na regido ocidental da
Amazdnia, em comparagdo com as regifes central e oriental, a povavel idade mais
jovem das terras baixas da Amazonia Ocidental (Aleixo, 2004). O conjunto de
transformagdes que aconteceu no oeste da Amazo6nia, com o soerguimento dos Andes,
reverteu o curso dos rios amazonicos, aumentou a pluviosidade e alterou a configuracao
da Amazonia ocidental (Hoorn et al., 1995), e o0 estabelecimento do atual sistema de
drenagem amazOnico teria ocorrido recentemente, ha 3,0-2,0 Ma., do Plioceno para o
Pleistoceno (Ribas et al., 2012). Aleixo (2004) obteve resultados semelhantes em
relacio a0 Rio Amazonas ao observar que, apesar deste rio separar espécies de
Xiphorhynchus, o fluxo génico ocorre mais a oeste, atraves do curso superior do Rio
Marafion (Peru). Segundo o autor, este fato indica que o efeito barreira do rio Amazonas
é local e, portanto, insuficiente para promover o isolamento completo entre estas duas
linhagens.

Em relacdo a segunda pergunta que este trabalho se propds a responder, 0s
resultados indicaram que dois rios podem influenciar na variacdo génica de Corallus
hortulanus: Purus e Tapajos. A populacdo Purus/Jurué esta completamente isolada das
demais e relativamente estruturada em relacdo a populacdo da sua margem oposta
(interflavio Madeira/Purus). Estes resultados podem ser observados nas topologias
(clado F, composto em sua maioria por espécimes de Purus/Jurua, mas apresenta um
espécime do Madeira/Purus), na rede de haplétipos (agrupamento 1l retine haplétipos do
Purus/Jurud e um do Madeira/Purus), nos valores de Fst e na distancia p nao corrigida.

Segundo Wanderley-Filho et al. (2010), a evolucdo da paisagem da Amazonia
durante o Nedgeno foi influenciada principalmente pelo tectonismo andino e pelas
mudancas climaticas, que controlavam a distribuicdo de ambientes sedimentares. Nesta

configuracdo a barreira natural mais importante desta regido tem sido o Arco Purus,
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uma estrutura tectonica localizada a 300 km a oeste de Manaus (Ribas et al., 2012), que
separa as Bacias do Solimdes e Amazonas (Ribas et al., 2012; Latrubesse et al., 2010).
Latrubesse et al. (2010) concluiram que o Arco Purus teria representado uma barreira
entre Amazonia oriental e ocidental até pelo menos no Plioceno (5-3 Ma.). Esta hipdtese
assume que esta estrutura teria alguma expressdo geoldgica no passado, como faixas
montanhosas ou diferentes zonas de vegetacdo, que supostamente separaram a gama de
espécies permitindo sua diferenciacdo (Patton et al., 2000). Apesar do pequeno nimero
amostrado da populacdo de C. hortulanus no interflivio Purus/Jurud, € possivel que o
evento de diversificacdo deste clado (F) (x 0,98 Ma) e a relativa estruturagdo desta
populacdo estejam ligados a este evento.

Em relacdo ao Rio Tapajos, os valores de Fsr no primeiro teste indicaram a
auséncia de estruturacdo dos interflavios a leste deste rio (formando uma populacdo
denominada Leste do Tapajos) e os valores de Fsr no segundo teste mostraram
estruturacdo entre Leste do Tapajos e Tapajos/Madeira. Contudo, este resultado é
contradito pelos resultados encontrados nas topologias (Clado | e J), na rede de
haplotipos (Grupos 11 e 111) e na distancia p (baixo valor na comparacdo entre margens
opostas em relacdo a demais comparacfes). Estudos mais especificos devem ser
realizados com este rio em relacdo a C. hortulanus a fim de elucidar esta questéo,
especificamente para as popucac@es Xingu/Tapajos e Tapajos/Madeira, que neste estudo
apresentaram nimeros amostrais demasiadamente dispares.

Os demais rios (Tocantins, Xingu e Madeira) ndo apresentaram sinal de
estruturacdo entre as populacbes de margens opostas em nenhuma das analises
realizadas. Portanto, de acordo com o conjunto de resultados encontrado neste trabalho,
os rios da Calha Sul do Rio Amazonas apresentam um padrdo misto, onde trés rios nao

apresentaram sinais de influir na estruturacdo genética, enquanto que outros dois se
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apresentaram como barreira geogréfica para as populacées de C. hortulanus, sendo que
apenas em um caso a estruturacdo é encontrada em todas as analises (Purus). De forma
geral, este trabalho obteve resultados similares a alguns trabalhos filogeogréaficos
realizados na Amazonia (Symula et al., 2003; Aleixo, 2004; Ribas et al., 2005; Funk et
al., 2007; Souza et al., 2013), indicando que alguns rios ndo atuam como barreira
geografica ou exercem pouca influéncia na diversidade dos taxons estudados.
Provavelmente, segundo Lundberg et al. (1998), uma das razdes para alguns rios ndo
agirem como barreira geografica para alguns grupos seria a constante mudanca dos seus
Cursos.

O Plioceno parece ter sido um importante periodo para a diversificacdo da fauna
Amazonica (Pataneé et al., 2009; Ribas et al., 2009), possivelmente associado aos Vvarios
eventos geoldgicos que afetaram o clima e a distribui¢do dos organismos na América do
Sul (Simpson, 1979). A diversificacdo das principais linhagens de C. hortulanus
corrobora a ideia de que a evolucdo geoldgica foi importante formadora da
biodiversidade neotropical, uma vez que € consistente com as datas preditas para estes
eventos. Contudo, torna dificil associar a diversificacdo dessas linhagens a eventos
geoldgicos discretos, devido ao baixo suporte dos nos mais profundos das arvores
filogenéticas obtidas (Figura 2). Apesar da associacdo temporal de eventos cladogénicos
profundos com o Plioceno, a maioria da diversificacdo de linhagens para a espécie,
principalmente os clados que apresentam estruturacdo geogréafica, ocorreu no
Pleistoceno, periodo associado a variacdo climatica (Haffer, 1969; 1985). Estes ciclos
de mudanca no clima do planeta levaram a contracdes e expansdes das areas florestadas
(Haffer, 1969, 1997; Pennington et al., 2000; Hewitt, 2000) e concomitantemente
levaram a flutuacbes no tamanho populacional das espécies associadas e simultanea

cladogénese intensa (Aleixo, 2004; Ribas et al., 2012). Corallus hortulanus parece ter
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sofrido tais flutuacBes populacionais, indicadas por um aumento no ndmero de
linhagens na ultima metade do Pleistoceno (Figura 3), assim como pelos valores
negativos e significantes nos testes de neutralidade (Tabelas 5 e 8).

Um cenério evolutivo que possa explicar a diversidade genética de C. hortulanus
ndo pode ser descrito por apenas um evento biogeografico ou época geoldgica, tal
cenario é complexo e necessita englobar alteragdes geoldgicas/climéaticas no Plioceno
seguido de flutuacdes climaticas no Pleistoceno, bem como os efeitos que alguns rios da
regido amazonica exercem na reducdo do fluxo génico entre populagbes naturais
(Fernandes et al., 2012). Contudo, a utilizacdo de apenas um locus de heranca
matrilineal (DNA mitocondrial) pode mascarar os padrdes filogeograficos e de
coalescéncia para a espécie como um todo (Edwards e Beerli, 2000), e desta forma,
outros loci necessitam ser estudados para uma melhor compreenséo da evolugéo de C.

hortulanus.
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ANEXOS

Anexo 1 — Lista de material analisado utilizados no Capitulo I. * Individuos que ainda ndo haviam sido tombados e estdo com nimero de campo

ou numero da colecdo de tecidos.

Pais Estado  Municipio Localidade Regido Interflivio
MZUSP 11722 BRA AP _ Rio Maraca - Igarapé Camaipi Calha Norte _
MPEG 24371 BRA AM Novo Airdo Parque Nac. do Jau Calha Norte .
MZUSP 10327 BRA RR Roraindpolis Sta Maria do Boiagu Calha Norte _
MPEG 23768 BRA AM Itacoatiara Rodovia AM-010 Calha Norte -
MZUSP 19658 BRA RR Caracarai Vila de Caicubi-Rio Jufari Calha Norte -
MZUSP 19659 BRA RR Caracarai Vila de Caicubi-Rio Jufari Calha Norte _
MZUSP 11721 BRA AP _ Rio Maraca - Igarapé Camaipi Calha Norte _
MZUSP 11721 BRA AP _ Rio Maraca - Igarapé Camaipi Calha Norte _
MPEG 23075 BRA PA Faro FLOTA Faro Calha Norte .
MPEG 23710 BRA PA Almeirim REBIO Maicuru Calha Norte o
MZUSP 19657 BRA RR Caracaraf Vila de Caicubi-Rio Jufari Calha Norte _
CTMZ-14112* BRA RR . E E Maraca Calha Norte .
MZUSP 4795 BRA PA Oriximina Calha norte -
MPEG 15024 BRA MA Avrari Gancho do Arari Calha sul Leste Tocantins
MPEG 17942 BRA RO Porto Velho Rio Jamari-UHESamuel Calha sul Tapajos/Madeira
MPEG 18660 BRA PA Melgaco FLONA de Caxiuana Calha sul Tocantins/Xingu
MPEG 18753 BRA AM Tefé E. E. Mamiraua-Rio Solimdes Calha sul Purus/Jurua
MPEG 18921 BRA PA Benevides Calha sul Leste Tocantins
MPEG 20401 BRA AC Porto Walter Rio Jurua Calha sul Oeste Jurua
MPEG 21311 BRA PA Tome Agu Calha sul Leste Tocantins
MPEG 22201 BRA AM Coari Porto Urucu Calha sul Purus/Jurué
MPEG 22391 BRA PA Altamira UHE Belo Monte Calha sul Xingu/Tapajos
MPEG 23069 BRA PA Itaituba Moraes de Almeida Calha sul Xingu/Tapajos
MPEG 23140 BRA PA Portel FLONA de Caxiuana Calha sul Tocantins/Xingu
MPEG 24621 BRA AM Jutai Rio Mutum-RDS Cujubim Calha sul Oeste Jurua
MPEG 24995 BRA PA Senador José Porfirio Calha sul Tocantins/Xingu
MZUSP 7837 BRA AM _ Ilha da Marchantaria - Rio Solimdes Calha sul Madeira/Purus
MPEG 20920 BRA PA Melgago FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu
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MPEG 21795
MPEG 23441
MPEG 25721
MPEG 25718
MZUSP 19845
MZUSP 19000
MZUSP 19714
MZUSP 18091
MPEG 18259
MPEG 19371
MPEG 19937
MPEG 21782
MPEG 21794
MPEG 24445
MPEG 25030
MPEG 25058
MPEG 21802
MPEG 19561
MPEG 21777
MPEG 21780
MPEG 21781
MPEG 21783
MPEG 21787
MPEG 21803
MPEG 23567
MPEG 23753
MPEG 25297
MPEG 25724
MPEG 25296
MZUSP 17448
CTMZ-14077*
MZUSP 19506
MZUSP 20853
MZUSP 18085
CTMZ-14109*
MPEG 20692
MZUSP 18925

BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA

PA
PA
PA
PA
RO
RO
RO
RO
PA
PA
PA
PA
PA
PA
MA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
AM
PA
PA
PA
PA
PA
PA
RO
RO
RO
AM
AM
RO

Melgaco
Barcarena
Santarém

Séo Félix do Xingu
Chupinguaia
Porto Velho
Porto Velho
Porto Velho
Abaetetuba
Maraba

Senador José Porfirio
Melgaco
Melgaco

Itaituba

Cururupu

Itaituba

Melgaco

Séo Félix do Xingu
Melgaco
Melgaco
Melgaco
Melgaco
Melgaco
Melgaco

Coari

Juruti

Itaituba
Santarém/Aveiros
Itaituba

Maraba

Anapl

Porto Velho
Mutum

Porto Velho
Itapuru

Coari

Mutum

FLONA de Caxiuana
Vila dos Cabanos

RESEX Tapajos-Arapiuns
PARNA Serra do Pardo

Linha de Transmissdo Rio Madeira

UHE Jirau
UHE Jirau
UHE Jirau

FLONA Tapirapé-Aquiri
UHE Belo Monte
FLONA de Caxiuana
FLONA de Caxiuana
Miritituba

Sitio Ponta da Areia
PARNA da Amazonia
FLONA de Caxiuana
Fazenda Cascatinha
FLONA de Caxiuana
FLONA de Caxiuana
FLONA de Caxiuana
FLONA de Caxiuana
FLONA de Caxiuana
FLONA de Caxiuana
Porto Urucu

M.D Mamuru

PARNA da Amazonia
RESEX Tapaj6s-Arapiuns
PARNA da Amazonia
Reserva Bioldgica Tapirapé

UHE Jirau
UHE Jirau
UHE Jirau
Lago Chaviana
Porto Urucu
UHE Jirau

Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha Sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha Sul
Calha sul
Calha Sul
Calha sul
Calha Sul

Tocantins/Xingu
Leste Tocantins
Tapajos/Madeira
Xingu/Tapajos
Tapajos/Madeira
Madeira/Purus
Madeira/Purus
Tapajos/Madeira
Leste Tocantins
Tocantins/Xingu
Tocantins/Xingu
Tocantins/Xingu
Tocantins/Xingu
Tapajos/Madeira
Leste Tocantins
Tapajés/Madeira
Tocantins/Xingu
Tocantins/Xingu
Tocantins/Xingu
Tocantins/Xingu
Tocantins/Xingu
Tocantins/Xingu
Tocantins/Xingu
Tocantins/Xingu
Purus/Jurué
Tapaj6s/Madeira
Tapaj6és/Madeira
Tapaj6és/Madeira
Tapaj6s/Madeira
Tocantins/Xingu
Xingu/Tapajés
Madeira/Purus
Tapaj6s/Madeira
Madeira/Purus
Madeira/Purus
Purus/Jurua
Tapajos/Madeira
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MPEG 10834 BRA MA Santa Luzia do Parua BR-316 Calha Sul Leste Tocantins
MPEG 14638 BRA MA Arari Gancho do Arari Calha sul Leste Tocantins
MPEG 15048 BRA MA Santa Luzia do Parua BR-316 Calha sul Leste Tocantins
MPEG 15944 BRA PA Viseu Bela Vista Calha sul Leste Tocantins
MPEG 19268 BRA PA Nova Timboteua Calha sul Leste Tocantins
MPEG 20402 BRA AC Porto Walter Rio Jurua Calha sul Oeste Jurua
MPEG 20668 BRA PA Paragominas Avrea de Mineragio Bauxita - Vale do Rio Doce Calha sul Leste Tocantins
MPEG 20825 BRA AM Manicoré Regido Rio Marmelos Calha sul Tapajés/Madeira
MPEG 21077 BRA PA Belém Campus MPEG Calha sul Leste Tocantins
MPEG 21345 BRA PA Paragominas Calha sul Leste Tocantins
MPEG 21548 BRA PA Benevides Igarapé do Bituba Calha sul Leste Tocantins
MPEG 24718 BRA MA Estreito UHE Estreito Calha sul Leste Tocantins
MPEG 24719 BRA MA Carolina UHE Estreito Calha sul Leste Tocantins
MPEG 24720 BRA MA Estreito UHE Estreito Calha sul Leste Tocantins
MPEG 8801 BRA PA Capitdo Pogo Santa Luzia Calha sul Leste Tocantins
MPEG 8810 BRA PA Capitdo Poco Santa Luzia Calha sul Leste Tocantins
MPEG 20691 BRA AM Coari Porto Urucu Calha sul Purus/Jurué
MPEG 22203 BRA AM Coari Porto Urucu Calha sul Purus/Jurué
MPEG 23440 BRA PA Barcarena Vila dos Cabanos Calha sul Leste Tocantins
MPEG 23627 BRA AM Coari Porto Urucu Calha sul Purus/Jurua
MPEG 25163 BRA PA Paragominas Calha sul Leste Tocantins
MZUSP 19507 BRA RO Porto Velho UHE Jirau Calha sul Tapajos/Madeira
MZUSP 19508 BRA RO Porto Velho UHE Jirau Calha sul Tapajos/Madeira
MZUSP 19970 BRA RO Porto Velho UHE Jirau Calha sul Tapajés/Madeira
MPEG 1429 BRA PA Belém Ilha de Mosqueiro Calha sul Leste Tocantins
MPEG 19026 BRA PA Santa Barbara Estrada Belém-Mosqueiro Calha sul Leste Tocantins
MPEG 19936 BRA PA Vitéria do Xingu UHE Belo Monte Calha sul Xingu/Tapajos
MPEG 21790 BRA PA Melgaco FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu
MPEG 21804 BRA PA Melgago FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu
MPEG 24934 BRA PA Moju Estacdo Embrapa Calha sul Leste Tocantins
MZUSP 19063 BRA RO - UHE Santo Antonio Calha sul Madeira/Purus
MPEG 20290 BRA PA Melgaco FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu
MPEG 21775 BRA PA Melgago FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu
MPEG 21776 BRA PA Melgaco FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu
MPEG 21784 BRA PA Melgaco FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu
MPEG 21793 BRA PA Melgago FLONA de Caxiuan Calha sul Tocantins/Xingu
MPEG 21785 BRA PA Melgago FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu
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MPEG 21792
MPEG 23244
MPEG 23396
MPEG 23615
MPEG 23835
MPEG 23914
MPEG 23100
MPEG 4490
MPEG 21786
MPEG 23837
JOG 781*
MPEG 25723
MZUSP 20745
MPEG 1112
MPEG 13547
MPEG 19713
MPEG 21104
MPEG 21105
MPEG 25164
MPEG 23245
MZUSP 17509
MPEG 19749
MPEG 20404
MZUSP 14649
MZUSP 12667
MZUSP 15505
MZUSP 15503
MZUSP 15504
MZUSP 12027
MZUSP 14627
CTMZ-14115*
CTMZ-14099*
CTMZ-14114*
MZUSP 17291
MZUSP 12719
MZUSP 12541

BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA

PA
PA
PA
AM
AM
PA
PA
PA
PA
AM
PA
PA
RO
PA
MA
PA
RO
RO
PA
PA
PA
PA
AM
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
RJ
ES
BA
AL
Pl
Pl

Melgaco
Juruti

Juruti

Coari

Maués
Maraba
Parauapebas
Viseu
Melgaco
Maués
Itaituba
Santarém/Aveiros
Mutum
Tracuateua da Ponta
Arari
Salinépolis
Porto Velho
Jaci
Paragominas
Juruti
Maraba
Melgaco

Miracema do Tocantins

Babaculandia
Peixe
Peixe
Peixe

Miracema do Tocantins

Xerém

Linhares

Wenceslau Guimaraes
Campo Alegre

Baixa Grande do Ribeiro

FLONA de Caxiuana
Campininha

Beneficiamento Capiranga
Porto Urucu

Cacoal-Séo tomé-Rio Paraconi
FLONA Tapirapé-Aquiri. Barragem de Finos
Barragem da Péra

Fazenda Real

Caxiuana

Cacoal-Sdo tomé-Rio Paraconi
Tocantinzinho

RESEX Tapajos-Arapiuns
UHE Jirau

Gancho do Arari
Teotonio

Area de Mineragio Bauxita - Vale do Rio Doce
Comunidade Sto Expedito

Reserva Biolégica Tapirapé

FLONA de Caxiuana

Rio Ituxi-Madeirera Scheffer

UHE Luis Eduardo Magalhées/ Lajeado

UHE Peixe-Angical
UHE-Peixe Angical
UHE-Peixe Angical

UHE Luis Eduardo Magalhdes/ Lajeado

Floresta Nacional de Goytacazes

Estacdo Ecoldgica Estadual Wenceslau Guimaraes

Pg. Nac. Serra das Confusoes
Estacfo Ecolégica Urugui-una

Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha Sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul
Calha sul

Tocantins/Xingu
Tapajos/Madeira
Tapajos/Madeira
Purus/Jurué
Tapajos/Madeira
Tocantins/Xingu
Tocantins/Xingu
Leste Tocantins
Tocantins/Xingu
Tapajos/Madeira
Xingu/Tapajos
Tapajos/Madeira
Tapajos/Madeira
Leste Tocantins
Leste Tocantins
Leste Tocantins
Tapajés/Madeira
Tapajés/Madeira
Leste Tocantins
Tapajés/Madeira
Tocantins/Xingu
Tocantins/Xingu
Madeira/Purus
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Anexo 2 — Lista de material analisado utilizados no Capitulo Il. * Individuos que ainda ndo haviam sido tombados e estdo com nimero de campo

ou numero da colecdo de tecidos.

Amostras Registro Pais Estado Municipio Localidade Regido Interflavio Gene
Ch001 MPEG 20207 Brasil PA Melgaco FLONA de Caxiuana Calha sul Tocantins/Xingu Citb
Ch002 MPEG 21802 Brasil PA Melgaco FLONA de Caxiuana Calha sul Tocantins/Xingu Cith
Ch003 MZUSP 15505 Brasil TO - UHE Peixe-Angical Central o Citb
Choo4 CTMZ-05640* Brasil MT Sapezal Papagaio Central o Citb
Ch007 MPEG 20691 Brasil AM Coari Porto Urucu Calha sul Purus/Jurua Citb
Ch0o8 MPEG 20692 Brasil AM Coari Porto Urucu Calha sul Purus/Jurua Citb
Ch010 MPEG 20920 Brasil PA Melgaco FLONA de Caxiuana Calha sul Tocantins/Xingu Citb
Cho11 MPEG 21024 Brasil PA Juruti Barroso-Adutora Calha sul Tapajos/Madeira Citb
Ch012 MPEG 21775 Brasil PA Melgago FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu Cith
Ch013 MPEG 21776 Brasil PA Melgago FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu col
Cho14 MPEG 21777 Brasil PA Melgago FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu Citb e COI
Cho15 MPEG 21780 Brasil PA Melgago FLONA de Caxiuan Calha sul Tocantins/Xingu Citb e COI
Ch016 MPEG 21781 Brasil PA Melgago FLONA de Caxiuan Calha sul Tocantins/Xingu Citb e COI
Cho17 MPEG 21783 Brasil PA Melgaco FLONA de Caxiuana Calha sul Tocantins/Xingu col
Cho18 MPEG 21784 Brasil PA Melgago FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu Citb e COI
Ch019 MPEG 21793 Brasil PA Melgago FLONA de Caxiuan Calha sul Tocantins/Xingu Citb e COI
Cho21 MPEG 21786 Brasil PA Melgago FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu Citb
Ch022 MPEG 21787 Brasil PA Melgago FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu Citb e COI
Ch023 MPEG 21788 Brasil PA Melgago FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu Cith
Ch025 MPEG 21795 Brasil PA Melgaco FLONA de Caxiuan Calha sul Tocantins/Xingu Citb
Ch026 MPEG 21799 Brasil PA Melgago FLONA de Caxiuani Calha sul Tocantins/Xingu Citb
Ch027 MPEG 21801 Brasil PA Melgago FLONA de Caxiuan Calha sul Tocantins/Xingu Citb
Ch028 MPEG 21803 Brasil PA Melgago FLONA de Caxiuan Calha sul Tocantins/Xingu Citb e COI
Ch029 MPEG 21806 Brasil PA Melgago FLONA de Caxiuand Calha sul Tocantins/Xingu Citb
Ch030 MPEG 22203 Brasil AM Coari Porto Urucu Calha sul Purus/Jurua Citb e COI
Ch031 MPEG 22632 Brasil PA Juruti Barroso-Adutora Calha sul Tapajés/Madeira Citb
Ch032 MPEG 23075 Brasil PA Faro FLOTA Faro Calha Norte _ Citb
Ch033 MPEG 23076 Brasil PA Faro FLOTA Faro Calha Norte - Citb
Ch035 MPEG 23245 Brasil PA Juruti Comunidade Sto Expedito Calha sul Tapajos/Madeira Citb
Cho37 MPEG 23396 Brasil PA Juruti Beneficiamento Capiranga Calha sul Tapajos/Madeira Citb
Ch040 MPEG 23567 Brasil AM Coari Porto Urucu Calha sul Purus/Jurua Citb
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Ch042
Ch043
Ch044
Ch045
Ch046
Ch047
Ch048

Ch049

Ch050
Ch051
Ch053
Ch055
Ch056
Cho57
Ch058
Ch059
Cho61
Ch062
Ch063
Cho64
Ch065
Ch068
Ch069
Cho070
Cho71
Cho72
Cho75
Cho77
Cho083
Ch085
Ch086
Cho87
Cho088
Ch089
Ch090
Ch091

MPEG 23627
MPEG 23710
MPEG 23753
MPEG 23768
MPEG 23781
MPEG 23835
MPEG 23837

MPEG 23914
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Anexo 3 - Filogenia construida para as populacdes de Corallus hortulanus com base no

gene Citb utilizando Inferéncia Bayesiana (Mr. Bayes) com os valores de probabilidade

posterior para cada no.
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Anexo 4 - Filogenia construida para as populacdes de Corallus hortulanus com base no
gene Citb utilizando Maxima Verossimilhanca (RAXMLGUI) com os valores de

bootstrap para cada no.
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Anexo 5 - Filogenia construida para as populacdes de Corallus hortulanus com base no

gene COI utilizando Inferéncia Bayesiana (Mr. Bayes) com os valores de probabilidade

posterior para cada no.

107



c.rusc_JCA156_F10

Phusc_JCA134_HO7

® c.iusc_JCA130_DO7_MHUA4TS
&
¢.1use_JCA152_B10_MHUA47S

ch134_Babaculandia_TO_Central I
i 4|9; D

ch129_unknown_PI|_MNordeste

ch022_Welgaco_PA_Calha_sul | ‘
&

ch018_Melgaco_PA_Calha_sul

ch015_Melgaco_PA_Calha_sul

ch097_Maraba_PA_Calha_Sul

l-!chEH 4_Melgaco_PA_Calha_sul

:chEH 9_Melgaco_PA_Calha_sul
ch065_Sao_Felix_do_Xingu_PA_Calha_sul
ch028_Melgaco_PA_Calha_sul
©h132_unknown_AP_Calha_Morte
£h017_Melgaco_PA_Calha_sul

10
ch013_Melgaco_PA_Calha_sul

L ch016_Melgaco_PA_Calha_sul
ch112_Porto_Welho_RO_Calha_sul
“ C_h1 14_Porto_Welho_RO_Calha_sul
?m10_Abuna_RO_Calha_Sul
N ch124_Mutum_RO_Calha_Sul
<| iim 23_Mutum_RO_Calha_Sul
= ch118_Porto_VWelho_RO_Calha_sul

‘Em 18_Mutum_RO_Calha_Sul

ch120_Porto_Velho_RO_Calha_sul

— ch121_Mutum_RO_Calha_Sul

2

chi 3U_unknuwn_AP_Calha_Nunel H

ch115_Porto_Velho_RO_Calha_sul

° ch107_Chapada_dos_Guimaraes_MT_Central

ES

ch113_Porto_Velho_RO_Calha_sul
ch142_ltapuru_AM_Calha_Sul | F
ch145_unknown_RR_Calha_Norte
ch146_unknown_RR_Calha_Norte ‘ s E

ch080_Caracarai_RR_Calha_Morte

ch0BB_Caracarai_RR_Calha_Norte
ch077_Baixa_Grande_do_Ribeiro_PI_Nordests
ch136_Linhares_ES_Sudeste
ch147_Wenceslau_Guimaraes_BA_Mordeste
#h138_Linhares_ES_Sudeste
{'ch140_Marlieria_MG_Sudeste

8
ch141_Marlieria_MG_Sudeste

Anexo 6 - Filogenia construida para as populacdes de Corallus hortulanus com base no

gene COI utilizando Maxima Verossimilhanca (RAXMLGUI) com os valores de

bootstrap para cada no.

108



