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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo entender melhor como ocorreu a evolucgéo filogenética
do género Micrurus dentro do continente americano, respondendo as perguntas como
quando o género se originou, onde foi o centro de disperséo, e qual caminho as espécies
percorreram até sua atual distribuicdo. Para isso, primeiramente construimos uma
filogenia baseada no gene NADH sub-unidade 4, que revelou o surgimento do grupo
ainda no Mioceno, antes do que sugerem outros trabalhos relacionados. As espécies de
padrdo de coloracgdo tricolor ménade e triade formaram dois grupos monofiléticos. Pelos
tempos de divergéncia apresentados pela nossa filogenia, nés corroboramos a atual
hipdtese de que a populacéo ancestral de Micrurus entrou na América do Sul atraves de
um arco de ilhas que conectou a América do Norte com a do Sul durante o Mioceno, e
que o género teve uma origem sul-americana. Sugerimos também que a criacdo da
América Central com o fechamento do Istmo do Panama, o levantamento da Cadeia
Montanhosa dos Andes, o fechamento do Sistema Acre formando o Rio Amazonas e 0
surgimento do Planalto Central Brasileiro foram fatores chave para a evolugdo de
Micrurus. Ainda, nossos dados apontam que o centro de dispersdo do género foi ao
norte da América do Sul, de onde uma populagdo ancestral do grupo ménade migrou em
diregdo ao sul, colonizando a costa leste do continente e a Floresta Amazonica — ap6s o
fechamento do Sistema Acre — e uma segunda popula¢do migrou em direcdo a América
Central e do Norte — ap6s o fechamento do Istmo do Panama. Ja o grupo triade se
dispersou em direcdo ao sul, colonizando desde areas secas na Caatinga e Cerrado
brasileiro até areas imidas na Amazonia. A divergéncia das espécies sul-americanas foi
bastante influenciada pelo levantamento dos Andes, que foi provavelmente responsavel
por eventos de vicariancia, separando espécies nos lados cis- e trans-Andes. Além disso,
foi testada a hipdtese de se a coloracdo dita aposematica das cobras-corais do género
Micrurus estd em coevolucdo com a toxicidade de seu veneno. Para isso foram
construidas duas filogenias para cada umas das duas principais toxinas do veneno de
Micrurus, PLA2 e 3FTx, para serem comparadas com a filogenia do NADH que nos
mostra como ocorreu a histéria evolutiva do grupo. Ao analisar os grupos formados na
filogenia do NADH foi sugerido que o padrdo de coloracdo dessas serpentes € uma
caracteristica ligada a histéria filogenética do grupo, e ndo tanto a fatores ambientais.
Da mesma forma, os grupos formados nas arvores das toxinas nos fizeram sugerir que a
composic¢do do veneno dessas serpentes também segue a histdria evolutiva do grupo, em
vez de fatores ambientais. Com esses resultados, nds sugerimos que 0S genes
responsaveis pela expressdo da coloragdo das cobras-corais estdo intimamente ligados
aos genes codificadores das toxinas que compdem seu veneno e, assim, essas duas
caracteristicas podem realmente estar em coevolugéo, e que a coloragdo tem, de fato,
uma funcgdo aposematica nessas serpentes.

Palavras-chave: Micrurus; filogenia; coevolugdo; aposematismo; veneno.



ABSTRACT

This work aimed to understand better how the phylogenetic evolution of the genus
Micrurus occurred within the american continent, answering questions such as when the
genus originated, where it was the center of dispersion, and which path the species took
until its current distribution. To do this, we first constructed a phylogeny based on the
NADH sub-unit 4 gene, which revealed the group's emergence still during the Miocene,
before what other related works say. The tricolor monads and triads color pattern
species formed two monophyletic groups. By the divergence times presented by our
phylogeny, we corroborate with the current hypothesis that the ancestral population of
Micrurus entered South America through an arch of islands that connected North and
South America during the Miocene, and that the genus had a South American origin.
We also suggest that the creation of Central America with the closing of the Panama’s
Isthmus; the uplift of the Andes Mountain Range; the closure of the Acre System
forming the Amazon River; and the rise of the Brazilian Central Plateau were key
factors for the evolution of Micrurus. Furthermore, our data indicate that the center of
dispersion of the genus was in the north of South America, from where an ancestral
population of the monad group migrated towards the south, colonizing the east coast of
the continent and the Amazon Forest - after the closure of the System Acre - and a
second population migrated towards Central and North America - after the closing of
the Panama’s Isthmus. The triad group dispersed towards the south, colonizing from dry
areas in the Caatinga and Brazilian Cerrado, to wet areas in the Amazon. The
divergence of South American species was greatly influenced by the Andes uplift,
which was probably responsible for vicariance events, separating species on the cis- and
trans-Andes sides. In addition, we tested the hypothesis that the so-called aposematic
coloration of the snakes of the genus Micrurus is co-evolving with the toxicity of their
venom. And, this time, two phylogenies were built for each of the two main toxins from
Micrurus' venom, PLA2 and 3FTx, to be compared with the NADH phylogeny that
shows us how the group's evolutionary history occurred. Thus, when analyzing the
groups formed in the NADH phylogeny we suggested that the color pattern of these
snakes is a characteristic linked to the phylogenetic history of the group, and not so
much to environmental factors. Likewise, the groups formed in the toxin trees made us
suggest that the composition of the venom of these snakes also follows the evolutionary
history of the group, rather than environmental factors. With these results, we suggest
that the genes responsible for the expression of the coloration of coral snakes are closely
linked to the genes encoding the toxins that make up their venom, and thus, these two
characteristics may actually be in coevolution, and the coloration does, in fact, have an
aposematic function in these snakes.

Keywords: Micrurus; phylogeny; coevolution; aposematism; venom.
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1.

INTRODUCAO GERAL

A familia Elapidae engloba cerca de 58 géneros de serpentes (registradas
pelo Reptile Database) distribuidas ao redor do globo. Como pertencentes do
grande grupo das serpentes avancadas, Caenophidia, todos os elapideos possuem
glandulas de veneno e denticdo proteroglifa para defesa. Os elapideos do Velho
Mundo — onde se encontra a maioria dos géneros da familia, incluindo as najas
(Naja), cobra-rei (Ophiophagus) e mambas (Dendroaspis) — se diferenciam dos
géneros do Novo Mundo principalmente pela morfologia do hemipénis e
coloracdo do corpo. Ja no Novo Mundo, existem dois géneros que sdo
popularmente conhecidos como cobras-corais: Micruroides e Micrurus
(Campbell e Lamar 2004) (Figura 2).




Figura 2: Géneros de cobras-corais Micruroides (A), Micrurus (B) e a antiga Leptomicrurus
narducciii (hoje incluida no género Micrurus) (C). Imagens do google.com>imghp

Muitos estudos filogenéticos tém sido conduzidos analisando as relacdes
evolutivas das espécies de cobras-corais, mas mesmo assim as posi¢cdes
filogenéticas dentro do grupo ainda sdo incertas. Como classicamente proposto
por Roze e Bernal-Carlo (1987) (Figura 2A), o género Micruroides é colocado
como grupo irmao de Leptomicrurus e Micrurus, e este ultimo ainda é
subdividido em quatro grupos: espécies com anéis arranjados em monades de
trés cores; espécies mexicanas com triades de trés cores; espécies da América
Central e do Sul com triades de trés cores; e 0 grupo de Micrurus mipartitus, o
mais basal. Esses grupos também sdo suportados por outros caracteres
morfoldgicos como o tamanho da cauda e a forma do hemipénis (Slowinski
1995) (Figura 2B). Apbs o avango das técnicas moleculares e a chegada das
filogenias moleculares, com Silva Jr. e Sites (2001) (Figura 2C) como um dos
pioneiros, varios avancos foram feitos em relacdo as relactes filogenéticas do
género Micrurus. Por exemplo, na filogenia do Pyron et al. (2013) (Figura 2D),
baseado em 12 genes (7 nucleares e 5 mitocondriais), 0 grupo da Leptomicrurus
foi incluido no género Micrurus, que fica como grupo irmao de Sinomicrurus
(elapideos do Velho Mundo), e esses dois como grupo irmédo de Micruiroides, o

mais basal dos trés.



Roze e Bernal-Carlo (1987)
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Silva Jr. E Sites (2001)
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90 55 Mﬁiﬁm& fulvius

Micrurus diasterna

91

Micrurus narducecii
98y Micrurus mipartitus
Micrurus dissoleucus

Micrurus suninamensis =~
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5
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Figura 2: Filogenias apresentadas por Roze e Bernal-Carlo (1987), Slowinski (1995), Silva Jr. E

Sites (2001), e parte da filogenia apresentada por Pyron et al. (2013) apenas com o género Micrurus.

Dentre as cobras-corais, 0 género Micrurus é o mais representativo, com

81 especies registradas pelo Reptile Database (Uetz 2010). Por ter um habito

fossorial, elas sdo encontradas geralmente em galerias ou sob a serapilheira, e

algumas espécies ndao chegam a medir nem 70cm de comprimento total,

enguanto outras podem chegar a mais de 1,5m (Campbell e Lamar 2004). Essas

cobras-corais sdo amplamente distribuidas, desde o Sudeste dos Estados Unidos,

passando pela América Central, até a area central da Argentina, habitando

ambientes desde desertos até florestas de altitude (Roze e Tilger 1983; Campbell
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e Lamar 2004; Zaracho et al. 2014; Mata-Silva et al. 2015). O género Micrurus
esta presente no continente Americano desde o Mioceno (Kelly et al. 2009),
porém nao entendemos muito bem como se deu, nem que eventos podem ter
influenciado, a dispersao e diversificacdo das espécies ao longo do continente; o

que sera abordado ao longo dessa dissertacéo.

As cobras-corais verdadeiras tém uma dieta especializada em presas com
corpo alongado, muitas vezes composta de Squamata com habitos fossoriais ou
cripticos. Vérios estudos mostram que suas principais presas sdo anfisbenas,
gimnofionas e lagartos (Avila et al. 2010; Silva 2014), mas também peixes com
corpo alongados sdo uma das principais presas de M. surinamensis (Morais et al.
2011) e ovos de répteis também sdo comuns na dieta de algumas Micrurus,
como M. nigrocinctus (Roze 1996; Campbell and Lamar 2004). Serpentes
(Colubridae e Diapsidae) também estdo largamente presentes nas dietas das
cobras-corais (Marques and Sazima 1997; Urdaneta et al. 2004; Outerial 2005),
inclusive as da propria familia Elapidae, com casos de canibalismo (Jackson and
Fran 1981). Sendo assim, sua alimentacdo é denominada estenofagica, por ser
bastante especializada em animais vermiformes, e ofiéfaga, por frequentemente

conter serpentes (Campbell e Lamar 2004).

As cobras-corais matam suas presas com seu veneno altamente potente,
constituido de peptideos neurotdxicos, como a Toxina de Trés digitos e a
Fosfolipase A2, dois dos principais componentes de seu veneno (Lomonte, Rey-
Suarez, et al. 2016). A presenca de toxinas potentes também é uma forma de
afastar possiveis predadores (Fry et al. 2008). De fato, caracteristicas que
contribuam para a camuflagem ou para se proteger de possiveis predadores sao
vantajosas e devem ser selecionadas nos animais (Jackson et al. 1976). No caso
das cobras-corais, uma de suas caracteristicas mais marcantes € seu padrdo de
cores chamativo com aneis alternados que é tida como um alerta a sua toxicidade
para possiveis predadores (Roze e Tilger 1983; Campbell e Lamar 2004;
Nascimento 2016). Dentro do género Micrurus, é possivel identificar ao menos
trés padrdes de coloracdo dos aneis: a) Bicolor, com anéis dispostos em preto e
amarelo, branco ou vermelho (1 preto: 1 branco/amarelo/vermelho); e b)
Tricolor com anéis em monades, dispostos em um anel preto entre dois anéis

vermelhos; c) Tricolor com anéis em triades, dispostos em dois anéis vermelhos
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separados por uma sequéncia de preto-branco-preto-branco-preto (Savage e
Slowinski 1992) (Figura 2). Faz sentido pensarmos que essa toxicidade do
veneno dessas serpentes permite que suas cores chamativas tenham uma fungéo
aposematica, porém, até hoje ndo ha muitos estudos que discutam ou analisem a
relacdo evolutiva e filogenética dessas duas caracteristicas, 0 que serd um dos
temas discutidos aqui.

Figura 2: Padrdo de cor das cobras-corais do Novo Mundo. A) Coloragdo bicoclor de M. mipartitus.
B) Coloragdo tricolor com anéis em triades de M. frontalis C) Coloragdo tricolor com anéis em mdnades de

M. fulvius.
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INTRODUCAO

As cobras-corais verdadeiras sdo historicamente conhecidas por sua
coloracdo conspicua e seu veneno composto por potentes neurotoxinas
(Campbell e Lamar 2004). As cobras-corais do género Micrurus tém uma larga
distribuicdo dentro das Américas, desde o sudeste dos Estados Unidos até a
regido central da Argentina (Campbell e Lamar 2004). Sua coloracdo geralmente
consiste em anéis transversais alternados, de duas (bicolor) ou trés (tricolor)
cores, em padrdes de triades ou moénades, com cores bem destacadas como
vermelho, branco, preto e amarelo. Esse padrdo de coloracdo separa as cobras-
corais em grupos filogenéticos bem definidos (Roze e Bernal-Carlo 1987), sendo
as de padrédo tricolor triade geralmente da América do Sul e as tricolor mdnades
da Ameérica do Norte, do Sul e Central (Campbell e Lamar 2004). Devido a tais
caracteristicas, as cobras-corais ja& foram alvos de diversos estudos, desde
modelos para testar a teoria do mimetismo (Brodie 1993; Brodie e Janzen 1995)
até na area clinica, devido a alguns casos graves de acidentes ofidicos e ao seu
veneno com importancia médica (Pettigrew 1985; Kitchens and Mierop 1987;
Peterson 2006; Kryukova et al. 2019).

As cobras-corais sdo normalmente atribuidas aos géneros SinoMicrurus,
Micruroides e Micrurus (principalmente este dltimo, pela sua grande
diversidade), da familia Elapidae. A origem dos Elapideos se deu na regido
Oriental do globo, ha aproximadamente 37Ma (Ma = milhdes de anos), durante
o Oligoceno, logo depois da colisdo da india com a Eurasia (Kelly et al. 2009).
O grupo dispersou para o resto da regido Oriental provavelmente por questes
climéticas e mudancas ocorridas ap6s as colisdes das placas tectdnicas da india e
Eurasia, até que chegou ao Novo Mundo entre 29 e 25Ma, atravessando a ponte
onde hoje fica o estreito de Bering, a qual conectou a Eurasia a América do
Norte até aproximadamente 5Ma (Marincovich e Gladenkov 2001; Kelly et al.
2009).

Trabalhos com hipoteses biogeogréficas utilizando datagdes de arvores
filogenéticas baseadas em genes vém ajudando a desvendar como ocorreu a
diversificagcdo do grupo (Savage 1982; Savage 2002; Gutberlet e Harvey 2004;
Lee et al. 2016; Lomonte et al. 2016; Jowers et al. 2019). Kelly et al. (2009)
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realizaram a datacdo da superfamilia Elapoidea utilizando dados de sequéncias
de Cit-b, ND4 e c-mos, sugerindo a origem da superfamilia na Africa na metade
do Eoceno e a origem de Elapidae no Oriente, durante o Oligoceno. Logo depois
houve o aparecimento do género Sinomicrurus, se diversificando ainda no
Oriente, dando origem ao grupo das cobras-corais (americanas). Ainda no
Oligoceno, uma populagdo migrou para o Novo mundo, onde se isolou, cerca de
29Ma antes do presente, e iniciou a diversificacdo do grupo dos Elapideos do
Novo Mundo, com os surgimentos do género Micruroides no inicio do Mioceno
e do género Micrurus ja na metade do Mioceno. Entretanto, os autores ressaltam
que tais cenarios sdo provisorios e que devido a falta de registros fésseis fica
dificil tirar conclusbes mais concretas. Fdsseis do comecgo e meio do Mioceno
descobertos na Europa foram descritos a partir de vértebras, provavelmente de
Micrurus (Rage and Holman 1984; Szyndlar and Schleich 1993; Ivanov 2000).
Se essas informaces estiverem corretas, é possivel que as cobras-corais tenham
tido uma distribuicdo extensiva na Eurasia e na América, e o possivel isolamento
do grupo nessas duas areas deve ter sido muito mais recente (Kelly et al. 2009).
Em geral, tais hipdteses estdo de acordo com a datagdo de Lee et al. (2016) que
utilizou sequéncias de quatro genes mitocondriais e trés nucleares como base de
dados, com excecdo do surgimento mais antigo de Micruroides, ainda no

Oligoceno, e Micrurus, no inicio do Mioceno.

Ja para Jowers et al. (2019), que construiu uma arvore do género
Micrurus baseada na subunidade 4 do NADH, a divergéncia entre Micrurus e
Micruroides ocorreu ainda no Eoceno, com Micrurus surgindo cedo no
Oligoceno, ha cerca de 30Ma. Apesar de tudo, ainda ndo se sabe ao certo qual a
origem do género e qual caminho foi tomado dentro das Ameéricas. Por
Micruroides ser um grupo com distribuicdo restrita & América do Norte, e pela
presenca de fosseis de uma espécie extinta de Micrurus (M. gallicus) nessa area,
é plausivel pensar que o género Micrurus teve uma origem norte americana.
Porém, filogenias moleculares mais recentes do grupo mostram que os clados de
Micrurus presentes na América do Norte (M. fulvius e M. tener) sdo
relativamente recentes e, filogeneticamente, os mais divergentes e distantes de
Micruroides. Sendo assim, sugere-se que Micrurus tenha surgido na Ameérica do

Sul no comeco do Cenozobico, em algum ponto da historia bem antes do
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fechamento do Istmo do Panamd, quando uma conexdo de pequenas ilhas (o
Arco Proto-Antilico) unia a América do Norte e do Sul, permitindo a passagem
de populacbes ancestrais do Norte para o Sul (Savage 1982; Zamudio and
Greene 1997; Savage 2002; Rey-Suérez et al. 2016). Como o Arco do Panama
existia como uma cadeia de ilhas semiemergentes entre o Oligoceno e o
Mioceno, ocorria uma intensa troca de dguas do Oceano Pacifico e Atlantico,
dificultando a passagens de animais. A colisdo dessas ilhas comecou a cerca de
24Ma, permitindo migracdes de animais terrestres, até o fechamento dessas
intensas trocas oceanicas cerca de 9Ma, possibilitando migracdes mais
frequentes dos animais (Newkirk and Martin 2009; Osborne et al. 2014). Uma
das filogenias mais completas que temos hoje para as serpentes, e Squamata em
geral, é a de Tonini et al. (2016), que complementou os dados de Pyron et al.
(2013) com mais 5 genes (totalizando 17 genes). Apesar dos referidos trabalhos
ndo terem como objetivo principal as questdes biogeogréficas das cobras-corais,
podemos utilizar tais dados para inferir e comparar hipdteses a partir das

datacdes geradas pelos autores, como sera discutido mais a frente.

E notavel que, apesar dos esforcos feitos para gerar mais dados que nos
fornecam informacgdes sobre a histdria evolutiva do grupo, ainda ha muitas
perguntas ndo respondidas, como por exemplo: onde ocorreu a divergéncia do
género Micrurus dentro das Américas? Quais rotas foram percorridas apds a
divergéncia? Que eventos levaram grande diversificacdo dessas serpentes? Para
isso, novos dados devem ser gerados e novas analises devem ser realizadas para

chegarmos perto de um consenso sobre a historia dessas serpentes.

Com isso, este trabalho busca contribuir com a discusséo a respeito da
histdria filogenética das cobras-corais do género Micrurus, apresentando mais
uma datacdo do grupo baseada no gene NADH desidrogenase, sugerindo uma
nova hipotese sobre sua histdria dentro das Américas e comparando com 0S
trabalhos mais recentes sobre o assunto. O NADH e um gene codificador
bastante utilizado para realizar reconstrucfes filogenéticas de serpentes e
Squamata em geral, que, em teoria, essa molécula estad sob a mesma pressdo
evolutiva em todas as espécies e, assim, a diferenca entre elas sera de acordo
com a divergéncia dos clados (Alfaro and Arnold 2001; Queiroz et al. 2002;
Nagy et al. 2004; Pyron et al. 2013; Sanders et al. 2013; Jowers et al. 2019).
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Dentre 0s mitocondriais, esses genes sdo 0S que possuem maior numero de
sequéncias depositadas no GenBank para as espécies de Micrurus
(principalmente a subunidade 4 da NADH (ND4)), fazendo dele um bom

candidato para ser utilizado no presente trabalho.

MATERIAL E METODOS

Todas as sequéncias de nucleotideos da ND4 disponiveis do género
Micrurus foram extraidas do NCBI (ncbi.nlm.nih.gov) (Tabela 1, 2 e 3 do
Anexo 1). Todas as sequéncias foram visualmente analisadas, incluindo suas
referéncias para atestar se eram realmente das espécies a que se referiam, e as
sequéncias repetidas, foram descartadas para ndo causarem interferéncia nas
andlises. Apds coletadas, as sequéncias foram alinhadas na web Server MAFFT
v7 online (Katoh et al. 2017) com todos 0s parametros no modo default. A partir
do alinhamento, os fragmentos de tRNA (184bp) adjacentes aos genes ND4
foram descartados manualmente no préprio programa MAFFT v7 por que mais
da metade das sequéncias ndo apresentavam tais fragdes, restando apenas
sequéncias de ND4 de 666 pares de base (bp) para as analises. Devido a grande
disparidade da quantidade de sequéncias amostradas para algumas espécies
sobre outras (por exemplo, 36 sequéncias amostradas para M. tener e apenas
duas de M. corallinus), uma sequéncia consenso foi gerada pelo programa
Jalview (Waterhouse et al. 2009), de modo automéatico ao importar as
sequéncias, para cada espécie que tinha mais de duas sequéncias de ND4

utilizadas.

Considerando a heterogeneidade da taxa evolutiva de cada cddon do
gene, o alinhamento foi particionado por posi¢do do codon (1°, 2° e 3° codon) e
foi utilizado o JModelTest 2.1.10 no modo default e o Critério de Informagéo
Bayesiano (AIC e BIC) para selecionar o melhor esquema de particdo para o
alinhamento (Darriba, Taboada, Doallo, & Posada, 2012). Com isso, a arvore
datada gerada, pelo método de inferéncia Bayesiana, foi construida pelo
programa BEAST v1.10 (Suchard et al. 2018).

O modelo evolutivo sugerido para cada particdo foi o HKY+G (para o

cédon 1 e 2) e TrN+G (para o codon 3). Para a datacdo da arvore foi utilizado o
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modelo strict clock, com o modelo de especiagdo Yule, usando uma taxa de
mutacéo de 1.4x10® substituicdes/sitio/ano, como ja utilizado antes para calibrar
filogenias de Micrurus com dados mitocondriais (Castoe et al. 2007; Streicher et
al. 2016; Jowers et al. 2019), e 10.000.000 de cadeias, amostrando a cada 1.000
rodadas. Para essas analises a espécie Micruroides euryxanthus e Sinomicrurus
japonicus foi utilizada como grupo externo e Leptomicrurus narduccii foi
incluida como pertencente ao género Micrurus, como ja proposto em outros
trabalhos (Slowinski 1995; Gutberlet and Harvey 2004; Castoe et al. 2007). A
visualizacdo e a edicdo da arvore foi feita pelo programa FigTree v1.4.3
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). As analises geradas pelo BEAST
tiveram a convergéncia e a estabilidade checadas usando o programa Tracer 1.5
(Suchard et al. 2018), e todas apresentaram valores do tamanho efetivo da
amostra (ESS) > 200.

A partir das arvores geradas pelo BEAST, também foi feito uma Anélise
de Dispersdo-Vicariancia (S-DIVA) (Yu et al. 2010) implementado pelo
programa RASP (Yu et al. 2015), com todos os parametros no modo default,
para fazer a reconstrucdo da histdria biogeogréafica do género Micrurus. Por
recomendacdo do manual do autor (http://mnh.scu.edu.cn/soft/blog/RASP/) os
grupos externos foram retirados da analise. O mapa do continente Americano foi
dividido em cinco &reas (usando como base o trabalho de Givnish et al. (2011) e
(Comas et al. (2013)) que abrangem de modo geral a distribuicdo atual das
espécies de Micrurus (Figura 2 e Tabela 1), e essas areas foram as usadas para
calcular a area ancestral de cada né da filogenia. Areas geograficas amplas
foram usadas em vez de areas especificas por causa do grande nimero de
localizagdes a serem consideradas e pela incerteza na distribuicdo geografica de
algumas espécies que ainda possuem problemas taxondmicos, como por
exemplo a grupo das Micrurus lemniscatus, Micrurus corallinus e Micrurus

ibiboboca.
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Figura 1: Separagdo do continente Americano abrangendo a distribuigdo geografica do género Micrurus.

Tabela 1: Areas inseridas no programa RASP e seus respectivos representantes (Region name).

Area | Region name

A SE EUA

CENTRAL AMERICA+MEXICO
TRANS-ANDES

AMAZONIA

BRAZILIAN SHIELD
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3. RESULTADOS

A filogenia datada foi gerada baseada em 49 sequéncias (consenso ou
ndo) do gene ND4 de espécies do género Micrurus (Figura 2). As relacbes de
parentesco entre as espécies estdo de acordo com outras filogenias de trabalhos
anteriores, com um grupo bem definido de serpentes com padrdo de coloracao
tricolor em monades da América do Norte, do Sul e Central e outro grupo com

padrao tricolor em triades da América do Sul.
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Figura 2: Datacdo baseada no gene ND4 do género Micrurus. Os valores dos nos representam as idades, em

milhdes de anos, de cada divergéncia. Na escala de tempo geoldgica “P” representa o Pleistoceno e o “H” a
atual era, o Holoceno. Os ramos das espécies com padrdo em triades estdo coloridos de vermelho; os ramos
das espécies com padrdo monade estdo em azul; os ramos das espécies bicolor estdo em verde; e 0 ramos
das espécies mbnades sul-americanos com distribui¢do trans-andes (ao norte dos andes) estdo em roxo. As
retangulos sombreados marcam o espaco de tempo quando ocorreram dois fatores chaves na divergéncia e
distribuicdo atual das espécies de Micrurus (discutidos posteriormente): o sistema Acre (10 a 6,8Ma) e 0

fechamento do Istmo do Panama (ha cerca de 3,5Ma).

A datacdo sugere uma separacdo entre Micrurus e Micruroides ainda no
Mioceno (20Ma, 16-24Ma, 95% highest posterior density (HPD)). O surgimento
do grupo das cobras-corais triades sul-americanas ha cerca de 14Ma (11-16Ma,
95% HPD) (cerca de 9 milhdes antes do surgimento do grupo das moénades)
sugere que as espécies mais antigas de Micrurus, existentes hoje, estdo na
América do Sul, sendo um indicio da diversificacdo do género primeiro no

continente sul-americano. Das 37 espécies de nossa filogenia, Micrurus
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laticollaris, dissoleucus, mipartitus e narduccii aparecem como as mais antigas,
mostrando que o surgimento do padrdo bicolor aconteceu cedo na histéria do

género.

O ancestral comum do grupo das Micrurus com padrdo monades
existentes se diversificou ha cerca de 5,7 milhdes de anos (6,7-4,5Ma, 95%
HPD), com M. corallinus, alleni e elegans sendo as espécies existentes mais
antigas. M. corallinus e alleni aparecem como grupo irmédo de todos os outros
membros do grupo (elegans + mertensis, bocourti + albicintus + corallinus +
ornatissimus + psyches + dumerilii e fulvius + tener +mosquitensis +
nigrocinctus + diastema + browni). O fato de que M. tener e fulvius aparecem
como um dos clados mais divergente dentro da América do Norte,
filogeneticamente muito distantes do grupo irmdo Micruroides, é um indicio do

surgimento sul-americano de Micrurus.

Além da coloracdo, os grupos formados por nossa filogenia também
indicam o monofiletismo suportado pelo caractere tamanho de cauda. Como ja
bem discutido por Gutberlet and Harvey (2004), as espécies com padrao de anéis
em triades possuem caudas curtas (4-10,8% do tamanho corporal), e as espécies

com anéis em monades tém caudas alongadas (10-18,5% do tamanho corporal).

O resultado da andlise S-DIVA (Figura 2) apresentou uma probabilidade
de 72% do ancestral do género Micrurus (n6 93 da Figura 3) (resultado completo
no arquivo “Dispersa linfo”” do material suplementar) estar presente na Ameérica
do Sul e Central ha cerca de 15Ma, 0 que da suporte a teoria da origem sul-
americana do género, e uma migracdo tardia para o norte. Ja para o ancestral
comum das espécies triades (n6 73 da figura 3), a analise mostrou uma
probabilidade de 99% que ele estava presente entres as areas onde hoje estdo a
América Central e Amazonia durante a metade do Mioceno. Além disso, foi
calculada uma probabilidade de 90% de ter ocorrido um evento de vicariancia
que levou a especiacdo da linhagem de M. laticollaris e o ancestral comum de
todas as outras espécies triades. A separacdo entre o ancestral comum das
cobras-corais triades tipicas de areas mais umidas na Floresta Amazonica (grupo
M. lemniscatus, surinemensis e hemprichii) e os ancestral comum as demais do

sul da América do Sul (grupo M. decoratus até M. baliocoryphus) (né 70),
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parece ter ocorrido também por vicariancia (96% na matriz de eventos). Os nos
71 e 65 marcam especiagdes que ocorreram por dispersdo (48% e 90%
respectivamente), no primeiro caso separando a linhagem de M. narduccii do
ancestral das demais espécies triades da América do Sul, e no segundo caso (n6

65) separando os ancestrais das espécies M. altirostris e spixii, dos ancestrais de

M. brasiliensis, frontalis,e ibiboboca, serpentes mais adaptados a climas secos.
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Figura 3: Arvore gerada pela analise S-DIVA no programa RASP. A datacdo em anos esta presente em
baixo da arvore. Os graficos de pizza em cada n6 da arvore reflete a probabilidade do ancestral na
respectiva area. As areas sdo codificadas por cores como mostrado na legenda ao lado, permitindo
distribuigdes Unicas ou combinadas. Dentro de cada grafico de pizza estd o nimero de identificacdo de cada
nod. Antes do nome de cada espécie esta atribuida a sua area, que esta de acordo com a tabela 1.

Para o ancestral comum das espécies monades, a andlise S-DIVA
calculou uma probabilidade de 76% que ele estava distribuido entre as areas da
América Central e do Sul (Brazilian shield, Figura 1), com probabilidade de
61% de um evento de vicariancia ter separado a linhagem de M. corallinus, do
ancestral das demais espécies mbnades. Eventos de vicariancia também foram
sugeridos nos: né 82 (31%), separando M. elegans (hoje da América Central) do
ancestral comuns de outras espécies ménades da América do Sul; n6 81 (77%)
separando ancestrais das espécies com distribui¢do trans e cis-Andes; e n0 75

(100%), separando M. albicinctus (da Floresta Amazénica) de M. corallinus (da
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Mata Atlantica). Eventos de dispersdo foram atribuidos nos nés 90 e 82, porém
com probabilidades ainda mais baixas (26% e 31% respectivamente), e ambos 0s
nos marcam separacfes dos ancestrais de espécies monades que estdo presentes
hoje estdo na América do Norte e Central, e espécies monades que

permaneceram na América do Sul.

DISCUSSAO

Foram usados todos os dados publicamente acessiveis do gene ND4 para
construir uma filogenia datada do género Micrurus e uma analise de disperséo e
vicariancia, com o intuito de entendermos melhor a histéria biogeografica do
grupo dentro das Ameéricas. A filogenia resultante apresentou grupos
congruentes com a maioria das arvores filogenéticas da literatura, mas a datacdo
apresentada aqui aponta para um surgimento mais recente do género em
comparacdo com esses outros trabalhos (Pyron et al. 2013; Tonini et al. 2016;
Jowers et al. 2019). O monofiletismo dos dois grandes grupos baseado, no
padrdo de coloragdo das serpentes, é suportado pelo caractere tamanho de cauda
e forma do hemipénis como na filogenia de Slowinski (1996), e também por
outras filogenias moleculares (Jorge da Silva and D. Aird 2001; Gutberlet and
Harvey 2004).

E interessante ressaltar que algumas hipdteses que levam em
consideracdo caracteres morfoldgicos sugeriam colocar M. laticollaris como
grupo irmd de M. elegans por ambas apresentarem padrdo de anéis
aparentemente em triades e distribuicdo restrita no México (Gutberlet and
Harvey 2004; Lomonte, Rey-Suéarez, et al. 2016), mas nossa filogenia, assim
como a construida por Jowers et al. (2019) refuta essa ideia. Na verdade, 0s
anéis corporais da M. elegans ndo formam triades completas, sugerindo um
padrdo de coloracdo derivado, e sua posicéo filogenética dentro do grupo com
monades pode indicar que a espécie esta passando por uma transi¢do no seu
padrdo de cor (Campbell and Lamar 2004); assim ela sera tratada no presente
trabalho como pertencente ao grupo ménade. Além disso, a forma do hemipénis
de M. elegans é semelhante as outras do grupo monade, dando suporte ao

monofiletismo do grupo (Campbell and Lamar 2004). Também € importante
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ressaltar que M. laticollaris apresenta apenas uma sequéncia amostrada nos
bancos de dados do NCBI, e sua posi¢do na filogenia ndo esta bem suportada

para darmos maior certeza sobre a sua posicao filogenética.

4.1. Origem sul-americana de Micrurus

Nossa &rvore mostra espécies sul-americanas, em especial M. laticollaris,
dissoleucus e mipartitus, como as primeiras espécies tricolor triades a se
divergirem, entre 16 e 11 Ma, e logo depois mais espécies sul-americanas,
principalmente tricolores triades e bicolor, se diversificaram, 0 que suporta a
ideia da origem Sul-Americana do género Micrurus (Savage 1982; Gutberlet and
Harvey 2004). Esses mesmos resultados foram encontrados por Jowers et al.
(2019). Por Micruroides ser endémica da América do Norte, pensava-se que a
origem de seu grupo irmdo, Micrurus, era justamente nessa regido, porém
Micruroides esta filogeneticamente muito distante de outros grupos de Micrurus
tipicamente da América do Norte, como M. fulvius e M. tener, que s&o uma das
espécies mais divergentes do género de acordo com nossa datacdo e as de outros
autores (Lee et al. 2016; Tonini et al. 2016; Jowers et al. 2019). Logo,
populacdes ancestrais dessas duas espécies norte americanas migraram para a
América do Norte a posteriori da diversificacdo (na América do Sul) do género.
Nossa analise S-DIVA suporta essa hipdtese, porém aponta a distribuicdo do
ancestral de Micrurus também na area onde hoje se encontra a América Central,
sugerindo a colonizacdo de ilhas presentes entre a América do Norte e do Sul,

durante a formacdo do Panama.

Nossa datacdo aponta para a divergéncia entre Micruroides e Micrurus ja
durante o Mioceno (Figura 2), com o ancestral de Micrurus se divergindo entre
0s grupos moénades e triades ha cerca de 15.5 milhdes de anos (13-18 Ma, 95%
HPD). Se ja sabemos que a dispersdo das cobras-corais para as Américas se deu
pela ponte onde hoje se encontra o estreito de Bering (Kelly et al. 2009), entdo
uma populacdo migrou da América do Norte para o Sul, onde aconteceu a
divergéncia de Micrurus. Desta forma, sugere-se que essa migracdo para a
Ameérica do Sul acorreu através de um arco de ilhas resultante da elevacao das
principais cadeias montanhosas da América Central durante meados do
Mioceno, entre 20 e 10 milhdes de anos atras (Pindell and Kennan 2001; Savage
2002; Dick et al. 2004; James 2005; Lomonte, Rey-Suérez, et al. 2016).



28

Nessa época 0 planeta estava passando pela transicdo climatica do
Mioceno, com sua temperatura sendo reduzida cerca de 6°-8°C, o que pode ter
sido um dos motivos de uma possivel migracdo de populacbes ancestrais das
serpentes, vindas do Norte em direcédo regides mais quentes, ao Sul (Mercer and
Sutter 1982; Harris and Mix 2002; Shevenell 2004; Lewis et al. 2008). Eventos
migratérios e até de extingdo nesse periodo de resfriamento ja& foram
documentados para animais ectotérmicos (Bohme 2003). Como consequéncia
dessa queda de temperatura, as calotas polares comecaram a aumentar de
volume, e o nivel do mar foi diminuindo (Shevenell, 2004; Lewis, 2008), o que
pode ter facilitado a passagem de animais pelos arcos de ilhas. Tais ilhas
também ja facilitaram a dispersdo de outros grupos que formaram a atual
herpetofauna neotropical (Savage 2002). A probabilidade da area ancestral
calculada pela anélise S-DIVA (72% no n6 93 da Figura 3) também dé& suporte a
hipotese dessa rota de dispersdo Norte-Sul do ancestral de Micrurus,
possivelmente com grupos de individuos tendo permanecido em uma dessas
ilhas que ligavam a América do Norte e Sul. A datacdo de Tonini (2016) parece
corroborar com essa hipotese, tendo em vista que em sua filogenia o surgimento
de Micrurus esta datado ha cerca de 19.7 milhGes de anos, com M. narduccii
como primeiro grupo a se diversificar na América do Sul (M. laticollaris nao foi

incluida na referida filogenia).

Uma outra alternativa seria o cenario em que o ancestral de Micrurus
chegou na América do Sul num passado ainda mais distante, através do Arco da
Proto-Antilha, que durante o Eoceno pode ter servido como um corredor de ilhas
entre a América do Norte e do Sul que durou entre 10 e 5 milhGes de anos
(Savage 1982; Pindell and Kennan 2001; Savage 2002; Dick et al. 2004,
Lomonte, Rey-Suarez, et al. 2016; Jowers et al. 2019). Assim, da mesma forma
que aponta Lomonte et al. (2016), independente de quando aconteceu, foi uma
populacdo ancestral provavelmente sul-americana que deu origem ao género

Micrurus.

4.2. Dispersao grupo triade

A linhagem que deu origem a Micrurus laticollaris, a Unica espécie com
padrdo triade de nossa filogenia que nédo esta distribuida na América do Sul, foi

uma das primeiras a se diversificar dentro do grupo das cobras-corais com
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padrdo em triades. Alinhado com os resultados da analise S-DIVA que aponta
um ancestral comum de Micrurus triade também presente na América Central,
pode significar que uma parcela dessa populacdo ancestral vinda da América do
Norte permaneceu nas ilhas que conectava o continente Sul-Americano do
Norte-Americano, que posteriormente formou a América Central. Outra
alternativa seria considerar duas levas de migracdo, em que, apos a chegada da
populacdo ancestral na América do Sul, a linhagem que deu origem a Micrurus
laticollaris migrou de volta para o norte dos arcos de ilhas existentes na época e
se isolado na &rea onde hoje se encontra 0 México. Mas devido ao baixo suporte
da posicdo filogenética dessa espécie em nossa arvore ndo é possivel fazer
afirmacgdes mais conclusivas sem que mais dados moleculares, morfoldgicos e

ecologicos sejam coletados.

Da mesma forma do grupo ménade, a maior parte dos processos de
especiacdo nas linhagens da América do Sul ocorreram durante o Plioceno e
Pleistoceno (Figura 2). O levantamento dos Andes parece ter tido grande
participacdo na evolucdo do grupo das Micrurus com coloracdo bicolor ou
tricolor com padrdo triade. A cadeia de montanhas dos Andes é um resultado de
processos de subduccdo de placas tectbnicas s margens do Pacifico que
comecou ainda no periodo Paleogeno (ha cerca de 65Ma), chegando proximo de
sua configuracdo atual ha cerca de 2.5 milhdes de anos (Hoorn et al. 2010; Mora
et al. 2010).

Podemos ver um claro exemplo de como essas montanhas podem ter
moldado a distribuicdo das espécies ao olharmos M. dissoleucus e sua espécie
irma bicolor, M. mipartitus, que tém sua distribuicdo margeando os Andes desde
0 Equador até a Venezuela. A populacdo ancestral que deu origem a M.
narduccii (antigamente presente no género Leptomicrurus (Gutberlet and
Harvey 2004)), apesar de baixa probabilidade calculada pela anélise S-DIVA
(48% de probabilidade de especiacédo por dispersdo) parece ter descido do centro
de distribuicdo do género, margeando as encostas leste dos Andes e se
divergindo entre 9 e 12,5 milhdes de anos na regido cis-andina onde hoje se

encontram a Bolivia e Peru.
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As demais espécies do grupo do tricolor em triades tomaram rotas de
dispersdo diferentes na América do Sul, todas apresentando distribui¢do trans-
andina. Nossa filogenia sugere que o grupo formado por decoratus, frontalis,
brasiliensis, ibiboboca, lemniscatus carvalhoi, altirostris, spixii, pyrrhocryptus e
baliocryphus teve uma rota de disperséo que dependeu do fechamento do grande
sistema “Acre” (Cavalcante 2006; Hoorn et al. 2010) para possibilitar a
migracdo dessas espécies em direcdo ao sul. Com inicio do processo da
orogénese dos Andes no oeste da América do Sul, uma espécie de Canyon se
formou ao leste das montanhas criando uma area pantanosa pelo acimulo de
agua vinda dos Andes entre 23 e 10 milhdes de anos atrds. Essa éarea
posteriormente deu lugar ao sistema “Acre”, um grande sistema fluvial
transcontinental que percorria desde a area mais oeste da Floresta Amazonica até
desembocar no Oceano Atlantico, na &rea do Brasil onde hoje se encontram os
estados do Amapa e Parg, entre 10 e 7 milhdes de anos atras (Figueiredo et al.
2009; Hoorn et al. 2010). Essa massa de agua teve papéis importantes na
diversificacdo na biota atual dessa area (Fine et al. 2005). Ja ha cerca de 6.8
milhdes de anos, sedimentos arrastados dos Andes fizeram com que esse canal
de agua diminuisse, e posteriormente desse lugar ao Rio Amazonas (Hoorn et al.
2010). De fato, algumas dessas espécies sdo encontradas em ambientes bastante
secos - como M. ibiboboca presente na Caatinga; M. brasiliensis e frontalis no
Cerrado — 0 que pode demonstrar que as populacdes ancestrais dessas espécies
ndo tinham adaptabilidades para lidar com o ambiente aquatico, que pudessem
ser necessarias para que conseguissem atingir as localidades de suas
distribuicdes atuais. Apesar de que as flutuacbes pleistocénicas possam também
ter contribuido com a migracdo dessas espécies para essas areas secas, que eram
Umidas na epoca do pleistoceno (Wang et al. 2004), as areas inundadas pelo

sistema fluvial devem ter tido grande influéncia na disperséo do grupo.

E interessante notar que a distribuicdo de M. lemniscatus carvalhoi é
simpatrica com as demais do seu grupo (frontalis, brasiliensis, ibiboboca,
lemniscatus carvalhoi, altirostris pyrrhocryptus e baliocryphus). Dessa forma o
parafiletismo do grupo de sub-espécies de lemniscatus, também comentado por

Gutberlet and Harvey (2004), pode ser indicio da presenca de especies cripticas.
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O ultimo grupo sugerido pela nossa filogenia (hemprichii, surinamensis,
lemniscatus (sub-espécie ndo definida) e I. lemniscatus) teve sua populacdo
ancestral surgindo cerca de 10 milhGes de anos (11,8 - 8,4Ma, 95% HPD) e sua
dispersao parece ter acontecido principalmente na regido da Floresta Amazonica.
Nessa época, o sistema “Acre” ainda era uma grande massa de agua
transcontinental, mas M. surinamensis (cobra-coral aquatica) e M. lemniscatus
sdo frequentemente encontradas em regides alagadas, e M. hemprichii é
tipicamente encontrada as margens do Rio Amazonas (Gutberlet and Harvey
2004). Sendo assim, esse grupo parece ter uma adaptacdo melhor a ambientes
aquaticos e florestais do que o grupo anterior, ¢ a transi¢do do sistema “Acre”
para 0 Rio Amazonas ndo deve ter limitado sua dispersdo. Ja o Planalto Central
do brasil aparenta ter sido um fator limitante para a distribuicdo do grupo. Esse
planalto é resultado de diversos processos erosivos que ocorreram na América
do Sul durante ao era Cenozoica e 0 Quaternario (Motta et al. 2002; Marques et
al. 2004), e também delimita a distribuicdo de alguns outros grupos de Squamata
(Nogueira et al. 2011; Valduju et al. 2012). A distribuicdo atual do grupo
lemniscatus + hempriichi + surinamensis nas florestas aos redores da area do
Planalto Central sugere que essa formacgdo geoldgica teve um papel importante

na histdria evolutiva dessas espécies, delimitando sua distribuicéo.

A anélise S-DIVA sugeriu uma probabilidade de 96% de especiacao por
vicariancia entre os ancestrais das espécies que formam o grupo mais do sul da
América do Sul (decoratus, frontalis, brasiliensis, ibiboboca, lemniscatus
carvalhoi, altirostris, spixii, pyrrhocryptus e baliocryphus) e os ancestrais das
espécies do grupo da Floresta AmazoOnica (surinamenis, hemprichii e
lemniscatus) (né 70 da figura 3). Esse evento ocorreu provavelmente pela
atuacdo do Sistema Acre na distribuicdo e diversificacdo das espécies de
Micrurus triades, dando suporte as hipdteses discutidas nos paragrafos

anteriores.

4.3. Dispersao do grupo monade

Durante o Mioceno e o Plioceno, muitas mudangas geomorfologicas e
paleoclimaticas estavam acontecendo nas Américas que provavelmente tiveram
protagonismo na historia evolutiva do género Micrurus, como a aproximacdo da

América do Norte e da Ameérica do Sul; formacdo da América Central e
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fechamento do Istmo do Panam4; formac&o do arco de ilhas do Caribe; além do
levantamento da cadeia montanhosa dos Andes, que teve implicagfes em todo o
territorio sul-americano (Bacon 1971; Coates et al. 1992; Zamudio and Greene
1997; Zachos 2001; Ehlers and Poulsen 2009; Hoorn et al. 2010; Mora et al.
2010; Dea et al. 2016).

Das espécies existentes, nossa filogenia aponta M. corallinus e alleni
como as mais antigas espécies monades, com posterior diversificacdo das demais
espécies da América do Sul, Central e do Norte, sugerindo que duas migracoes
ocorreram, uma em direcdo ao norte e uma segunda voltando para o sul. O
surgimento do grupo, entre 6,9 e 4,5 milhdes de anos (95% HPD), com M. alleni
(da América Central) como uma das primeiras a se divergir aponta mais uma vez
para a hipdtese da colonizacdo das ilhas semiemergentes presentes onde hoje
esta a América Central, antes do fechamento do Istmo do Panama (Jowers et al.
2019), como ja discutido no tépico anterior. Porém, o escasso registro fossil do
grupo torna dificil fazer afirmac6es mais concretas sobre essa historia evolutiva
(Streicher et al. 2016). As demais espécies monades se dividiram em dois
grupos, um que continuou na América Central e chegou a colonizar até a
América do Norte; e outro grupo que fez uma segunda migracdo de volta para a

América do Sul.

E importante notar que o monofiletismo de M. corallinus ndo foi
suportado por nossa filogenia, 0 que levanta nossa atencdo para a possibilidade
de espécies cripticas ou erro na identificacdo de sequéncias depositadas no
NCBI. Jowers et al. (2019), também chegou no mesmo resultado, e em Lee et al.
(2016) e Tonini et al. (2016) uma divergéncia mais basal de M. corallinus
também é suportada, mas os dois autores ndo incluiram M. alleni em suas

analises.

A analise S-DIVA mostrou uma probabilidade de 80% da area ancestral
das Micrurus monades ser na América Central. 1sso, juntamente com a datacéo e
posicdo filogenética de M. elegans e alleni, duas das mais antigas espécies do
grupo a divergirem, sugere que o centro de dispersdo do grupo foi onde hoje esta

presente a America Central, quando o Istmo do Panama estava ja se fechando.
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As Micrurus monades sdo classificadas por Gutberlet and Harvey (2004)
como monades da América Central e do Norte, e monades da América do Sul.
Ao olharmos como o grupo sul-americano (corallinus, circinalis, mertensis,
bobourti, albicinctus, ornatissimus, psyches e dumerilii) se distribui, vemos que
0 surgimento dos Andes deve ter moldado sua distribuicdo geografica, sendo
importante para o processo de evolugdo das cobras-corais (Lomonte 2016;
Jowers 2018). Essas espécies sdo distribuidas no oeste da Floresta Amazonica
(ornatissimus e albicinctus), na area trans-Andes do Equador e Colémbia
(bocourti e mertensis), margeando a costa trans-andina, desde o Equador até o
final dos Andes na Venezuela, e chegando até o Amapa no Brasil (dumerilii,
circinalis e psyches), e na costa leste brasileira (corallinus). A distribuicdo de M.
ornatissimus na margem cis-andina do Equador, com M. bocourti e M. mertensis
do lado trans-andino do Equador sugere um processo de especiacdo por
vicariancia, dado por 77% de probabilidade pela andlise S-DIVA (n6 81 da
figura 3). Da mesma forma, M. dumerilii parece ter sua distribuicdo limitada
pelo trans-Andes venezuelano, enquanto M. psyches esta presente na area cis-
Andes da Venezuela, sugerindo tambeém um evento de vicariancia (50% de
probabilidade S-DIVA, n6 77 da figura 3).

A divergéncia entre M. albicinctus e corallinus foi uma das mais recentes
do grupo (0,8Ma, 0,4 — 1,2Ma 95% HPD), e ja mais distantes das montanhas dos
Andes. Enquanto albicinctus tem uma distribuicdo na Floresta Amazonica
brasileira e peruana, corallinus estd presente na Mata Atlantica brasileira, na
Argentina e no Paraguai (Campbell and Lamar 2004). Ja se sabe que esses dois
biomas ja foram conectados algumas vezes no passado com a retracdo e
expansdo das matas, tendo o Chaco, Cerrado e Caatinga como conectores
(Batalha-filho et al. 2013; Batalha-filho and Miyaki 2014). Uma dessas
conexdes ocorreu durante o Pleistoceno, quando flutuagbes no paleoclima
causaram um aumento na umidade das florestas sul-americanas, e sua
consequente expansdo, que conectou a Amazonia a Mata Atlantica pelo
Nordeste brasileiro (Auler and Smart 2001; Wang et al. 2004). A relagdo
filogenética proxima das duas espécies sugere que sua linhagem ancestral teve
uma distribuicdo mais extensa na América do Sul, com populacgdes se isolando

na Amazonia e na Mata Atlantica quando houve a retracdo dessas florestas. A
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andlise S-DIVA calculou uma probabilidade de 100% de um evento de
vicariancia entre essas duas espécies (n6 75 da figura 3).

Ja a linhagem ancestral que deu origem as demais espécies do grupo
monade da América Central e do Norte (browni, diastema, nigrocinctus,
mosquitensis, tener e fulvius) tinha um ancestral comum presente na América
Central (100% probabilidade S-DIVA), e aparentemente comegou a migrar na
direcdo norte ha cerca de 4 milhdes de anos, quando o Istmo do Panama ja
estava em sua fase final de fechamento (Coates et al. 1992; Bermingham and
Martin 1998; Haug et al. 2001; Dick et al. 2004). Esse evento teve implicagdes
ndo sé na divergéncia de grupos de serpentes, mas na configuracdo fauno e
floristica atual das Ameéricas, além de em processos evolutivos, geoldgicos,
oceanogréficos e climaticos (Zachos 2001; Bartoli et al. 2005; Lunt et al. 2008;
Hoorn et al. 2010; Bacon, Christine D. Silvestro, Daniele Jaramillo, Carlos
Smith, Tilston Brian Chakrabarty, Prosanta Antonelli 2015; Dea et al. 2016).
Nesse tempo, a Terra vinha sofrendo um aquecimento que comecgou héa cerca de
6 milhdes de anos até 3 milhdes de anos atras (Zachos 2001). Esse aumento de
temperatura se deu principalmente nas altas latitudes do hemisfério norte,
chegando a ser cerca de 10°-20°C mais quente em latitudes acima de 70°N do
gue encontramos hoje, enquanto que em baixas latitudes as temperaturas eram
préximas do que temos atualmente (Robinson et al. 2008), o que sugere que a
temperatura da época permitia que as serpentes alcancassem regides mais ao

norte, que eram, antes de 6Ma, inviaveis devido as baixas temperaturas.

Com a colonizacdo da América Central e do Norte, provavelmente
surgiram novos nichos ecoldgicos que possibilitaram processos de especiagao.
Nesse periodo (ha cerca de 3 milhdes de anos), a Terra comecou a se resfriar até
as temperaturas atuais (Zachos 2001; Bartoli et al. 2005; Lunt et al. 2008).
Assim, grande parte das espécies de Micrurus monades divergiram nesse meio
tempo (~3 milhdes de anos), com algumas espécies (M. fulvius e tener)
chegando até a regido que hoje é o sul dos Estados Unidos ha cerca de 1 milhdo

de anos, de acordo com nossa datacdo e registros fosseis (Streicher et al. 2016).
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5. CONCLUSAO

Nesse trabalho foram utilizados as sequencias de ND4 do NCBI para
construir uma filogenia datada do género Micrurus. Diferentemente de outros
trabalhos, todas as sequéncias disponiveis de ND4 foram usadas, gerando uma
sequéncia consenso para cada espécie da arvore. A datacdo apresentada aqui
revelou uma divergéncia mais recente do género Micrurus do que em estudos
passados. Sugerimos que populagdo ancestral do género entrou América do Sul
por um arco de ilhas que conectou a América do Norte e do Sul durante o
Mioceno, apontando uma origem sul-americana de Micrurus. Também foi feito
uma anélise S-DIVA a partir da filogenia gerada, o que apontou uma provavel
area ancestral do género Micrurus abrangendo a América Central e do Sul. A
analise também mostrou pontos de provavel eventos de especiacdo por
vicariancia e dispersao, gue tiveram bastante influéncia na historia evolutiva do
grupo. O fechamento do Sistema “Acre” e 0 fechamento do Istmo do Panamé
foram dois eventos chaves que moldaram distribuicdo do grupo de Micrurus
monades e triades, abrindo novos nichos para a colonizacao de areas na América
do Norte, Central e Sul. A divergéncia das espécies da América do Sul foi
bastante influenciada também pelo levantamento dos Andes, que provavelmente
foi responsavel por eventos de vicariancia, separando espécies nos lados cis- e
trans-andinos. Apesar de esforcos feitos nos Ultimos anos para levantar mais
informacdes sobre o género, ainda ha poucos dados moleculares, ecoldgicos e
fésseis, o que dificulta fazer afirmacdes mais concretas a respeito da historia

evolutiva de Micrurus.
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CAPITULO Il

EVIDENCIAS DE COEVOLUCAO ENTRE OS TRACOS DE COLORACAOE
VENENO DE COBRAS-CORAIS DO GENERO MICRURUS (Wagler, 1824)
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INTRODUCAO

1.1. Aposematismo

Cores vivas e chamativas sdo caracteristicas que compdem um complexo
sistema de comunicacéo visual entre animais. Historicamente, tais caracteristicas
séo interpretadas como um sinal de alerta, mostrando que o referido animal
apresenta algum risco se confrontado; muitas vezes por ele apresentar alguma
toxina (Brodie and Janzen 1995). Uma caracteristica se torna aposematica
geralmente quando um predador tem uma experiéncia desagradavel com uma
presa com caracteristicas conspicuas, e por aprendizado, o predador comeca a
evitar tais padrdes conspicuos na natureza (Savage and Slowinski 1992). Com
isso, animais inofensivos que possuem esse padrdo, serdo beneficiados, ja que os
predadores irdo tender a generalizar esse sinal visual recebido, confundindo os

animais com as mesmas caracteristica.

A coloracdo aposematica aparenta estar presente em varios grupos
animais, como insetos (Sword et al. 2000; Tullberg et al. 2005; Grant 2007), rés
(Saporito et al. 2007), gastropoda (Guilford and Cuthill 1991), e serpentes
(Wuster et al. 2004; Valkonen et al. 2011), especialmente, as cobras-corais do
género Micrurus (Savage and Slowinski 1992; Brodie 1993; Brodie and Janzen
1995; Buasso et al. 2006; Ham et al. 2006), pelo seu padrdo de cores chamativas
em anéis, bicolor, tricolor e até quadricolor, com diferentes padrdes, por
exemplo em diades ou triades. A coloracdo das Micrurus inclusive segue o
padrdo filogenético e geografico do grupo, formando um grupo com coloracao
geralmente tricolor em triades presentes na América Central e do Sul e outro
grupo com coloracdo geralmente tricolor em monades presentes nos trés

continentes Americanos (Campbell and Lamar 2004).

A funcdo aposematica da coloragdo das cobras-corais ja é debatida ha
mais de seculo, desde Wallace (1867), e estudos demonstram como a coloracéao
poderia servir para evitar predadores (Jackson et al. 1976; Savage and Slowinski
1992; Ham et al. 2006). Utilizando modelos experimentais com pintura
semelhante as de cobras-corais colocados na natureza ou a frente de possiveis
predadores, varios trabalhos mostram que tais modelos sdo menos predados do

que aqueles com coloracdo ndo chamativa, o que da suporte a teoria do
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aposematismo da coloracdo das cobras corais (Smith 1975; Brodie 1993; Brodie
and Janzen 1995; Buasso et al. 2006).

Apesar de tudo, esses estudos com modelos abstratos podem néo servir
como evidéncia incondicional da fungdo aposematica da coloragdo conspicua
das cobras-corais. Quando a situacdo ocorre com cobras-corais vivas na
natureza, nem sempre sua coloracdo € o bastante para afastar predadores
(Beckers et al. 1996).

Por outro lado, outra pista para 0 aposematismo das cobras-corais é o
suposto mimetismo que ocorre entre elas e outra serpentes. Quando 0s
predadores passam a evitar presas relativamente inofensivas devido a sua
caracteristica aposematica damos o nome de mimetismo. Algumas serpentes nao
venenosas ou com uma baixa toxicidade, em relagdo as cobras-corais, possuem
um padrdo de coloracdo muito parecido ou as vezes exatamente igual ao de
algumas cobras-corais, como algumas espécies do género Erythrolamprus da
familia Dipsadidade (ex-Colubridae) (M. G. Emsley 1966) (Figura 2). Essas
serpentes, chamadas popularmente de “falsas-corais”, possuem a coloragéo dita
aposematica das corais-verdadeiras, e sdo por isso chamadas de mimicas. Essa
semelhanca pode ser tdo grande que ndo € incomum humanos confundirem umas
das outras e acabarem sofrendo acidentes (Seib 1980; Minton 1990; Strauch et
al. 2018).
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Figura 2: (A) Erythrolamprus aesculapii apresenta um padrdo de coloracdo muito similar ao padrdo
ménade de Micrurus alleni.

Se usarmos esses estudos como evidéncias, fica facil pensarmos que a
coloracdo das cobras-corais é realmente aposematica. Se esse for o caso, a
coloracdo estaria servindo como um alerta para possiveis predadores a alta
toxicidade do veneno dessas serpentes, como é, de fato, tradicionalmente
entendido. Sendo assim, faz sentido, entdo, que esse padrdo de cores tenha
coevoluido com a toxicidade de veneno dessas serpentes. Porém, apesar dessa
hip6tese ser vista como um paradigma, ndo h& muitos estudos que utilizem
técnicas moleculares/evolutivas para demonstrarem essa relacdo entre o veneno

das cobras-corais e suas cores chamativas.

1.2. O veneno das cobras-corais

A potencialidade do veneno das serpentes do género Micrurus é alta
suficiente para matar grandes mamiferos (Roze 1996). Apesar da dificuldade de
capturar e manter essas serpentes em cativeiro, aléem da baixa quantidade de
veneno geralmente obtida nas extracOes, ja é bem entendido o mecanismo de

acdo das toxinas das cobras-corais (da Silva and Bucaretchi 2003).

Sabe-se que uma das a¢Oes do veneno das cobras-corais é a miotéxica. A
miotoxicidade pode causar mionecrose, atingindo principalmente a sarcolema, o
que leva a danos mitocondriais e hipercontragdo dos microfilamentos pelo

influxo de Ca?" para o citosol (Gutiérrez et al. 1992).

Outra acdo do veneno € a das neurotoxinas, que age com dois
mecanismos: preé-sinaptica, causada pela presenca de proteinas com atividade

fosfolipésicas, atuando em terminagBes axénicas impedindo a liberacdo de
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acetilcolina (ACh) em nervos motores; e a pds-sinapticas, causada por proteinas
desprovidas de acdo enzimatica (three finger-toxin, 3FTx), atuando em
receptores de membranas pds-sindpticas da juncdo neuromuscular de nervos
motores. Sendo assim, ambos 0s mecanismos das neurotoxinas vao causar

paralisia (da Silva and Bucaretchi 2003).

Acdes hemorragicas e neurotdxicas também ja foram registradas, mas
apenas em parte das espécies do género Micrurus (Francis et al. 1993; Francis et
al. 1997; da Silva and Bucaretchi 2003).

1.3. Toxicidade do veneno

A toxicidade do veneno das cobras-corais € relativa a suas presas. Tendo
uma dieta altamente especializada, o veneno das Micrurus tem uma
potencialidade maior em suas presas naturais do que nas nao naturais. No estudo
de Jorge da Silva e D. Aird (2001), eles testaram a toxicidade do veneno de 15
espécies de corais nas suas presas preferenciais (cobras, anfisbenas ou peixes) e
em presas ndo naturais (ratos de laborat6rio). Como resultado, todos os venenos
testados, com exce¢do do veneno da M. albicinctus, se mostraram mais toxicos
para as presas naturais dessas espécies do que as ndo naturais. Ainda, venenos
injetados intravenosamente foram mais toxicos do que o0s injetados
intraperitoneal e intramuscularmente em presas naturais, mas ndo foram
significativamente diferentes nos ratos de laboratério. Tais resultados mostram

uma forte relacdo evolutiva entre predador-presa dentro do grupo das corais.

Além da toxicidade relativa a presas especificas, a composi¢do do veneno
das corais possuem baixa ou ausente atividade proteolitica, diferente do que se
encontra em espécies de viperideos. Uma alta atividade proteolitica acelera e
aumenta a eficiéncia do processo de digestdo de presas com uma baixa relagéo
superficie-volume (tipicas de viperidios) (Kardong 1980; Kardong 2012).
Porém, geralmente as presas de Micrurus sao cilindricas e com uma alta relacao
de superficie—-volume (anfibenas, lagartos ou cobras (Campbell and Lamar
2004)), mostrando que as presas sdo um importante fator na composi¢édo do

veneno.
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1.4, Composicao do veneno

A composi¢do do veneno pode ser analisada através da caracterizagdo do
seu proteoma ou pelo transcriptoma da glandula de veneno (Fry 2005; Kaas and
Craik 2015). O veneno das serpentes € um complexo que contem cerca de 25%
de solidos totais, compondo carboidratos, nucleotideos, compostos organicos,
ions, e principalmente (70 a 90%), proteinas e polipeptideos (da Silva and
Bucaretchi 2003). No caso do veneno das cobras-corais, seu veneno possui
grandes variacdes composicional inter e intraespecificas (Aird and Jorge da
Silva 1991). Apesar da composic¢do das toxinas das corais variarem bastante,
diversos estudos mostram que os principais componentes do veneno das cobras-
corais € a fosfolipase A2 (PLA2) e a toxina de trés digitos (3FTx), com multiplas
subclasses estruturais dessas toxinas, compondo entre 90 e 99% do veneno do
grupo (figura 2) (Alape-Giron et al. 1999; Olamendi-Portugal et al. 2008;
Dokmetjian et al. 2009; Ciscotto et al. 2011; Margres et al. 2013; Lomonte,
Rey-Suarez, et al. 2016; Aird et al. 2017; Dashevsky and Fry 2018). Fora essas
dois compostos, outras toxinas podem estar presentes e agem sinergicamente
para 0 mecanismo de acdo do veneno, como Peptideo Natriurético Tipo-C
(CNP), Lectina Tipo-C (CTL), Lectina Ligadora de Galactose (GBL),
Metaloproteases (MP), entre outros (Aird et al. 2017). Apesar disso, tendo em
vista 0 gasto para producdo de veneno, é de se pensar que 0s dois compostos
mais abundantes no veneno terdo o maior papel em sua toxicidade (Lomonte,
Rey-Suérez, et al. 2016). Os niveis de PLA2 e da 3FTx, além da presenca e
niveis dos outros peptideos, determinam a diferenca da composi¢cdo do veneno

entre as cobras-corais.
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Figura 2: Proporcdo relativa das toxinas encontradas na glandula de veneno de Micrurus corallinus.
Modificado de Ledo et al. (2009).

A fosfolipase A2 (PLA2) (Figura 3) sdo mediadores celulares presentes
em diversos venenos animais, ndo s6 de serpentes elapidios (Argiolas and Pisano
1983; Aird and Jorge da Silva 1991; Calvete et al. 2007). PLA2s s&o
caracterizados por serem Ca?* dependentes, conter grande contetdo de ligacdes
dissulfeto, e ter baixa massa molecular (Dennis 1994). Nos venenos das
serpentes, a PLA2 exibe agbes citotoxicas, neurotoxica, miotoxicas,
anticoagulantes e inflamatorias (Gutiérrez and Lomonte 1995; Alape-Giron et al.
1999; Aird et al. 2017). Elas sdo separadas em 3 grupos de acordo com a posicao
da ligacdo dissulfeto e tamanho das cisteinas, e possuem suas sequencias de
aminoacidos bem conservadas. As PLA2 dos elapidios pertencem ao grupo I; as
PLA2 dos viperidios, crotalideos e alguns mamiferos no grupo Il; e PLA2
presente em lagartos das familias Varanidae, Anguidae e Helodermatidae estdo
no grupo 111 (Dennis 1994; Gutiérrez and Lomonte 1995; Fry et al. 2006).



49

Figura 3: Estrutura da fosfolipase A2 extraida de Micrurus tener. Imagem do PDB, identificagdo:
4ANTW. DOI: 10.2210/pdb4NTW/pdb.

As toxinas PLA2 estdo presentes no clado dos Reptilia provavelmente
desde a separacdo dos grupos de lagartos e serpentes (Fry et al. 2006). As PLA2
do grupo | foram recrutadas para o clado das serpentes provavelmente no
ancestral do grupo dos Colubroidea no final do Eoceno (Fry et al. 2006; Fry et
al. 2008; Kelly et al. 2009). E através de PLA2 do grupo 1l extraidas do veneno
de Bothrops jararacussu, da-se a hipdtese que essa toxina surgiu por duplicacdo
de genes (Moura-da-Silva et al. 1995).

A toxina de trés digitos (3FTx) contém de 60 a 77 aminoé&cidos, e €
caracterizada por apresentar em sua estrutura trés alcas formadas por cinco
folhas beta pregueadas antiparalelas emergindo de um nucleo globular,
formando uma estrutura semelhante a trés dedos estendidos de uma méo, dai
vindo o nome da proteina (Endo and Tamiya 1991) (figura 4). Elas sédo
resistentes a varrigdes fisicas e ambientais, e pelo seu pequeno tamanho elas séo
absorvidas e se distribuem com facilidade no organismo da presa (Prieto da
Silva 2001). A 3FTx possui ligagdes dissulfeto conservadas entre membros da
familia proteica, e além disso oito cisteinas bem conservadas estdo presentes nas
sequencias de aminoacidos dessa proteina ajudando a manter sua conformacéo
(Dufton and Hider 1983; Antil et al. 1999). Dentro desta diversa familia, as
proteinas agem biologicamente interferindo com ag¢6es musculares por se ligar
em receptores especificos, além de possuirem agdes citotoxicas e cardiotoxicas
(Kini and Doley 2010). Porém, a estrutura de trés digitos ndo é exclusiva de

proteinas toxicas, havendo varias proteinas e polipeptidios nao-toxicos
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pertencentes a essa superfamilia. Sendo assim, é provavel que a familia da 3FTx
tenha evoluido de um ancestral ndo téxico, através de duplicacdo de genes, por,
por exemplo, substituicdes ndo-sindnimas de nucleotideos (Fry et al. 2003; Kini
and Doley 2010). O recrutamento dessa toxina no clado Reptilia ocorreu
aparentemente apenas dentro do grupo das serpentes, antes da diversificacdo do
grupo das Elapoidea e Colubroidea, no comego do Eoceno (Fry et al. 2006; Fry
et al. 2008; Kelly et al. 2009).

Figura 4: Estrutura cristalina da toxina de trés digitos extraida de Micrurus fulvius. Imagem do
PDB, identificagdo: 4RUD. DOI: 10.2210/pdb4RUD/pdb

A variacdo composicional do veneno das cobras-corais parece estar
ligada a historia evolutiva do género. ldentificando algumas espécies de
Micrurus com 3FTx dominante em seu veneno, e outras com PLA2 dominante, é
possivel perceber uma polarizacdo das espécies ao longo da sua distribuicéo
pelas Américas (Lomonte, Rey-Suarez, et al. 2016) (figura 5). Espécies que
apresentam veneno rico em PLA2 tem um padrdo moOnade e estdo mais
concentradas na América do Norte, e as que apresentam veneno rico em 3FTX
tem um padrdo triade e estdo mais concentradas na América do sul, enquanto na
América Central hd uma mistura com algumas espécies ricas em 3FTx e

algumas ricas em PLAZ2.
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Figura 5: Polaridade da composicdo do veneno nas espécies de Micrurus. Em laranja as espécies com a
toxina 3FTx dominante no veneno, em roxo as espécies com PLA2 dominante no veneno. Modificado de
Lomonte et al. (2016).

A combinagdo das toxinas PLA2 e 3FTx € o que resulta na alta
toxicidade do veneno das cobras-corais, e justamente por essa toxicidade que a
coloracdo conspicua do grupo supostamente tem uma funcdo aposematica.
Sendo assim, € de se esperar que tais caracteristicas estejam evolutivamente
relacionadas. Com isso, 0 objetivo deste trabalho é testar se a coloracdo das
cobras-corais coevoluiu com a toxicidade de seu veneno, dando a coloragdo sua
caracteristica aposematica, a partir de dados evolutivos e filogenéticos do género
Micrurus. Foi feita uma filogenia para as duas toxinas mais relevantes no veneno
dessas serpentes (3FTx e PLA2), que foram comparadas com uma filogenia
geral do grupo baseada na proteina NADH. Ja que a coloragdo das cobras-corais
segue o0 padrdo de sua histdria evolutiva, essa comparacdo serve para investigar

evidéncias de uma possivel coevolugdo entre o veneno e a coloracéo.
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2. MATERIAL E METODOS

As sequéncias da sub-unidade 4 da NADH desidrogenase (ND4) foram
as escolhidas para serem utilizadas para a construcdo das filogenias por serem 0s
genes com maior numero de sequencias extraidas de espécies de Micrurus nos
bancos de dados. Todas as sequéncias de nucleotideos da ND4 disponiveis do
género Micrurus foram extraidas do NCBI. Todas as sequéncias foram
visualmente analisadas, incluindo suas referéncias para atestar se eram realmente
das espécies a que se referiam, e as sequéncias com dados perdidos
(representado pela letra n no lugar do referido nucleotideo), assim como as
sequéncias repetidas, foram descartadas para ndo causarem interferéncia nas
andlises. Apos coletadas, as sequéncias foram alinhadas no site do MAFFT v7
online (Katoh et al. 2017). A partir do alinhamento, os fragmentos de tRNA
(184bp) adjacentes aos genes ND4 foram descartados manualmente no préprio
programa MAFFT v7 porque mais da metade das sequéncias ndo apresentavam
tais fracOes, restando apenas sequéncias de ND4 de 666 pares de base (bp) para
as andlises. Devido a grande disparidade da quantidade de sequéncias
amostradas para algumas espécies sobre outras (por exemplo, 60 sequéncias
amostradas para M. tener e apenas uma de M. corallinus), o que podia resultar
numa andlise tendenciosa, uma sequéncia consenso foi gerada pelo programa
Jalview (Waterhouse et al. 2009) para cada espécie que tinha mais de duas
sequéncias de ND4 utilizadas. Considerando a heterogeneidade da taxa evolutiva
de cada cddon do gene, o alinhamento foi particionado por posicao do codon (1°,
2° e 3° codon) e foi utilizado o programa PartitionFinder2 (PF) usando o
algoritmo greedy e o Critério de Informacdo Bayesiano (BIC) para selecionar o

melhor esquema de partigéo para o alinhamento (Lanfear et al. 2016).

Com isso, a arvore gerada foi construida pelo programa BEAST v1.10
(Suchard et al. 2018), com o modelo uncorrelated relaxed log normal clock com
0 modelo de especiagéo Birth and Death, e 10.000.000 de cadeias, amostrando a
cada 1.000 rodadas. O modelo de particdo sugerido foi o TrN+I+G (para o codon
1 e 2) e GTR+G (para o cédon 3). Para essas analises a espécies Micruroides
euryxanthus foi utilizada como grupo externo, e Leptomicrurus narduccii foi
incluida como pertencente ao género Micrurus, como ja proposto em outros
trabalhos (Slowinski 1995; Gutberlet and Harvey 2004; Castoe et al. 2007).
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Para as filogenias baseadas no veneno das cobras-corais, todas as
sequéncias das proteinas 3FTx e PLA2 disponiveis do género Micrurus foram
extraidas do NCBI, excluidas as sequéncias repetidas. O alinhamento foi feito no
site MAFFT v7 online (Katoh et al. 2017). Uma sequéncia consenso de cada
proteina foi gerada pelo programa Jalview (Waterhouse et al. 2009) para cada
espécie que tinha mais de duas sequéncias disponiveis no banco de dados. Os
melhores modelos evolutivos foram encontrados pelo programa ProtTest 3.2
(Darriba et al. 2011), que inferiu 0 modelo Blosum+I+G para 0 3FTX e
WAG+I+G para 0 PLA2. As arvores de inferéncia Bayesiana para as duas
proteinas foram geradas pelo programa BEAST v1.10 com as mesmas
configuracGes da arvore de NADH (capitulo 1). A visualizacdo e edicdo da
arvore foram feita pelo programa FigTree v1.4.3
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). As analises geradas pelo BEAST
tiveram a convergéncia e a estabilidade checadas usando o programa Tracer 1.5
(Suchard et al. 2018), e todas apresentaram valores do tamanho efetivo da
amostra (ESS) > 200.

RESULTADOS

Um total de 39 sequéncias consenso de espécies de Micrurus foram
usadas como base para a filogenia do ND4, e como grupo externo foi utilizado o
género Micruroides (Figura 2). Para a filogenia da toxina 3FTx, foram geradas
treze sequéncias consenso de 3FTx disponiveis das treze espécies de Micrurus, e
Naja atra foi incluida como grupo externo (nimero de acesso do GenBank:
P07525.1) por ser o parente mais proximo de Micrurus com a toxina 3FTx
sequenciada (Figura 2). Ja para a filogenia da toxina PLA2, sequéncias consenso
de PLAZ2 das oito espécies Micrurus disponiveis foram utilizadas e Naja atra
(ndmero de acesso do GenBank: P00598.2) também foi incluida como grupo

externo (Figura 3).

A filogenia do ND4 se mostrou congruente com as demais filogenias da
literatura, no sentido que ha uma clara separacdo entre os grupos tricolor em
triades da América do sul, e as demais tricolor em ménades da América do Norte

e Central. Assim, € sugerido aqui que o padrdo da coloracdo € um traco
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explicado pela filogenia do grupo, e a historia evolutiva desse traco segue o

padrdo historico do género Micrurus.
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Figura 2: Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana baseada no gene ND4. Os ramos estfo coloridos de acordo
com o padrdo de coloragdo das serpentes: espécies com padrédo triade (ramos em vermelho); espécies com padréo
mdnade (ramos em azul); e espécies com padréo bicolor (ramos em verde). Os nomes das espécies estao coloridos de
acordo com a predominancia das toxinas 3FTx ou PLA2 em seu veneno: espécies com nome amarelo tém 3FTx em
predominancia no seu veneno; espécies com nome roxo tém PLAZ2; espécies com nome preto ndo tém as devidas
informacdes do seu veneno (dados retirados de Sanz et al. (2019)). Asteriscos indicam os n6s com valores altos de
suporte (>0.85).

Na filogenia da toxina 3FTx, vemos que as relacGes criadas pelas
caracteristicas da toxina seguem um padrdo bastante proximo do que vemos na
filogenia do ND4, com excecdo de M. nigrocinctus, que sera discutida melhor
posteriormente. A posicdo de M. laticollaris, espécie norte americana, no grupo
que esta presente as espécies tipicamente sul-americanas com anéis em triades
ou bicolor (pyrrhocryptus + altirostris + mipartitus+ frontalis + surinamensis),
e a posicdo de M. corallinus, espécie sul-américa, no grupo de espécies com
anéis em moénades (tener + fulvius + clarki + browni + diastema) sugere que, da
mesma forma do ND4, as caracteristicas da toxina parecem ser explicadas pela
filogenia do grupo, tendo padrdo evolutivo que segue o padrdo histérico do

género Micrurus.
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Figura 2: Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana baseada na toxina 3FTx. Ramos e nomes das espécies coloridas
da mesma forma da Figura 2. Asteriscos indicam 0s n6s com valores altos de suporte (>0.85).

Um padrdo bastante semelhante também é visto na filogenia construida

para a toxina PLA2, onde vemos que M. corallinus estd presente no grupo de

espécies monades (fulvius + dumerilii + nigrocinctus + tener) dando suporte a

hip6tese de que as caracteristicas do veneno variam de acordo com padrdes

filogenéticas do grupo. A posicdo de M. laticollaris também no grupo das

espécies norte americanas também sera discutida mais adiante.
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Figura 3: Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana baseada na toxina PLA2. Ramos e nomes das espécies
coloridas da mesma forma da Figura 2. Asteriscos indicam os n6s com valores altos de suporte (>0.85).

4. DISCUSSAO

NOs reunimos sequéncias das toxinas 3FTx e PLA2 de serpentes do
género Micrurus para construir uma filogenia de cada uma para verificar como o
veneno de cada espécie se agrupa. A comparacao foi feita com uma filogenia
geral do grupo, baseada na proteina ND4, bastante utilizada em filogenias de
Squamata (Pyron et al. 2013; Tonini et al. 2016; Jowers et al. 2019), e
encontramos similaridades entre os grupos formados nas arvores do veneno e do
ND4. O fato que a coloracdo das cobras-corais € uma caracteristica que evoluiu
de acordo padrdo histérico do género, com grupos monofiléticos formados por
serpentes do mesmo padrdo de coloragdo, d& indicios que a coloracéo e 0 veneno

das cobras-corais evoluiram juntos na historia do grupo.

De modo geral, nossa filogenia do gene ND4 se mostrou congruente com
outras arvores do género (Silva Jr. and Sites 2001; Gutberlet and Harvey 2004;
Lee et al. 2016; Jowers et al. 2019), suportando a monofilia dos grupos baseados
no padrdo de coloragdo. As caracteristicas do hemipénis e tamanho de cauda
também suportam a monofilia desses grupos (Slowinski 1995; Gutberlet and
Harvey 2004). As serpentes com padrdo de coloragdo tricolor em triades séo

distribuidas pela América do Sul, com exce¢do M. laticollaris, que tem
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distribuicdo restrita ao México. Porém, ressaltamos que M. laticollaris apresenta
apenas uma sequéncia amostrada nos bancos de dados do NCBI (NUmero de
Acesso: KU754446.1), e sua posicdo na filogenia ndo estd bem suportada para
darmos maior certeza sobre a sua posicdo filogenética. J& as serpentes com
padrdo tricolor em moénades aparecem nos trés continentes americanos (Roze
and Tilger 1983; Roze and Bernal-Carlo 1987; Slowinski 1995; Roze 1996), se
distribuindo por exemplo, desde o sul Mata Atlantica na costa leste brasileira
com M. corallinus, passando pela América Central com M. nigrocinctus, e

chegando na América do Norte com M. fulvius (Campbell and Lamar 2004).

A filogenia baseada ND4 nos conta a historia evolutiva do género, e ao
ver que os grupos formados em nossa filogenia estdo separados de acordo com o
padrdo de coloracdo das espécies, sugerimos que a coloracdo € uma
caracteristica atrelada a historia evolutiva do grupo, resultado também sugerido
por outros trabalhos filogenéticos (Lomonte, Rey-Suarez, et al. 2016; Jowers et
al. 2019). Se pensassemos que a coloracdo dessas serpentes fosse moldada de
acordo com o ambiente em que elas vivem, ou de acordo com qualquer outro
fator ambiental, provavelmente ndo veriamos as espécies de mesmo padrao de
cor sendo agrupadas, mas sim espécies mais proximas geograficamente, ou

relacionadas por algum fator ambiental especifico, sendo agrupadas.

Mapeando o padrdo de coloracdo das espécies podemos dar suporte a
hip6tese que esse trago surgiu no grupo das cobras-corais desde o inicio de sua
histéria evolutiva, se diversificando de acordo com as divergéncias que
aconteciam no grupo. O padrdo tricolor em triades parece ser um carater
ancestral, presente desde a origem do género Micrurus. A diversificacdo para o
padrdo tricolor em monades, com M. alleni, ocorreu mais recentemente, a
medida que as espécies do género se divergiam (ver Capitulo | e Jowers et al.
(2019)).

4.1. Filogenia das toxinas
4.1.1. 3FTX

Pode-se pensar que a composi¢cdo do veneno das cobras-corais seria

explicada por fatores ambientais e/ou geograficos, ja que os venenos das
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serpentes sdo geralmente moldados de acordo com suas presas (Jorge da Silva
and D. Aird 2001). Por essa razdo nao seria de muita surpresa um resultado que
mostrasse, por exemplo, o veneno de M. surinamenses, que tem peixes como
uma de suas principais presas (Morais et al. 2011), ndo estar relacionado com o
veneno de M. frontalis, que se alimenta principalmente de anfisbenas, lagartos e
cobras (Silva 2014). Porém, nossa filogenia da toxina 3FTx (figura 2) mostra o
contrario, que na verdade a caracteristica dessa toxina agrupa essas duas
espécies de forma similar de como vemos na filogenia do ND4. Sendo essa uma
primeira evidéncia apontando que a composi¢cdo do veneno & um carater

intimamente ligado a historia evolutiva do grupo.

Percebe-se que na filogenia do 3FTx, um dos grupos formados juntou M.
tener, fulvius, browni, diastema e clarki, serpentes ménades tipicas da América
Central e do Norte, com corallinus, a Unica espécie ménade da América do Sul
que temos o veneno sequenciado. Se fossemos pensar em um cenario em que as
diferencas do veneno fossem moldadas por fatores ambientais, seria mais 16gico
vermos M. corallinus agrupado com M. frontalis, por exemplo, que possuem
dietas praticamente idénticas com anfisbena, lagartos e cobras (Marques and
Sazima 1997) e distribui¢des simpatricas no sul do Brasil (Campbell and Lamar
2004). Mas na verdade, M. corallinus esta agrupado com M. tener e fulvius,
espécies distribuidas no outro extremo do continente, nos Estados Unidos, de
forma similar de como ocorre na filogenia do ND4, o que nos mostra outra
evidéncia que as caracteristicas do veneno evoluem juntas com a historia

evolutiva do género.

Outro ponto importante ¢ a posicdo filogenética de M. laticollaris,
espécie com padréo triade do México, que estd agrupada com M. altirostris e M.
pyrrhocryphus espécies também triades, mas do sul da América do Sul. Esse
agrupamento de espécies de localidades bem distintas, mas com padrdo de cor
igual nos mostra mais indicios da evolu¢do do veneno seguindo a historia

filogenética de Micrurus.

Porém, devemos levar em conta que a espécie com padrdo em monade e
tipica da Ameérica Central, M. nigrocinctus, também esta presente no mesmo
grupo de M. laticollaris, mostrando uma incongruéncia com a filogenia do NDA4.

Vale ressaltar que a Unica sequéncia de 3FTx de M. nigrocinctus utilizada
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(ndmero de acesso: P80548.1) foi publicada por Rosso et al. (1996), e que mais
sequéncias deveriam ser analisadas para atestar se as caracteristicas da toxina
dessa espécie estdo realmente mais relacionadas com as das serpentes sul-
americanas. A alta variabilidade dos venenos de Micrurus (Aird and Jorge da
Silva 1991) torna dificil basearmos nossos resultados na sequéncia de um Unico

espécime.

A hipotese proposta da evolucdo do veneno das cobras-corais seguir o
padrdo da historia evolutiva do género também foi discutida por Lomonte et al.
(2016) ao explorar a dicotomia existente entre especies de Micrurus com veneno
mais rico em 3FTX e espécies com veneno mais rico em PLA2. O fato que as
espécies ricas em 3FTx sdo as mais basais, possuem caudas curtas e estdo
distribuidas nas América do Sul e Central, enquanto as ricas em PLA2 sdo as
espécies mais derivadas, que possuem caudas longas e distribuicdo na América
do Norte e Central, fez Lomonte et al. (2016) concluir que a composicdo do

veneno € explicada pela historia evolutiva do grupo.

Essa dicotomia também foi suportada ao investigar outros venenos, como
o de M. clarki (Lomonte, Sasa, et al. 2016) e M. tschudii tschidii (Sanz et al.
2016). Porém, o trabalho recente de Sanz et al. (2019) mostrou que a dicotomia
da composicdo do veneno nédo é assim tao simples, ao explorar a composicao do
veneno de M. ibiboboca, tipicamente da América do Sul, que mostrou um
veneno rico em PLA2. Sanz et al. (2019), no entanto, ressalta que as espécies de
seu estudo que mostraram esse padrdo incomum eram da Caatinga, uma
ecoregido ainda pouco explorada cientificamente e que apresenta um hotspot de
biodiversidade com propriedades de radiacdo adaptativa Unicas (Santos et al.
2011; Guedes et al. 2014). Essas caracteristicas podem ter favorecido de alguma
forma para essa caracteristica de veneno rico em PLA2, e mais estudos que
mostrem a composi¢cdo do veneno de outras espécies de Micrurus devem ser

realizados para que a hipotese dessa dicotomia seja testada mais a fundo.

4.1.2. PLA2

Um padréo parecido com o encontrado para a filogenia do 3FTx ocorre

na arvore do PLA2 (figura 3). Vemos que M. altirostris e M. mipartitus, ambas
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distribuidas na América do Sul, se encontram isoladas na filogenia como as duas
espécies com padrdo triade, dentre as trés com esse padrdo presentes, em nossa
arvore. Assim, como na do 3FTx, a filogenia de PLA2 mostra uma
incongruéncia, justamente com a posicdo da triade M. laticollaris, que
coincidentemente também sé teve uma sequéncia (a Unica amostrada no NCBI.
Numero de acesso: ATA63216.1) utilizada para as analises. Nesse caso, 0
trabalho de Calcines-cruz et al. (2017) responsavel pelo sequenciamento ndo deu
detalhes a respeito do espécime utilizado em seu trabalho, levantando nossa
atencdo para possiveis casos de erros de identificacdo que sao comuns na area de

toxicologia (Fry et al. 2003).

Mas ¢é interessante notar que a posicao filogenética de M. corallinus esta
semelhante com o que vimos na filogenia do 3FTx, se agrupando com espécies
distribuidas em regiGes bem diferente, M. tener e nigrocinctus, da América do
Norte e Central. Tal cenario ndo se encaixaria numa hip6tese em que 0 veneno
estaria evoluindo baseado em fatores ambientais como ja discutido
anteriormente. Dessa forma, identificamos aqui mais uma evidéncia que mostra

como o0 veneno poderia estar seguindo a histéria evolutiva do género.

Apesar das incongruéncias encontradas com nigrocinctus na arvore da
3FTx e laticollaris na arvore da PLA2, ndo hd como ignorar as similaridades
encontradas na filogenia que explica o padréo de coloracdo do género Micrurus
(ND4) com as que mostram como se agrupam filogeneticamente o veneno de
cada espécie. Como é possivel perceber que a coloracdo presente nas espécies da
filogenia do ND4 esta seguindo a historia evolutiva do género (Lomonte, Rey-
Suérez, et al. 2016; Jowers et al. 2019; Sanz et al. 2019), e que a composi¢do do
veneno tambem parece seguir esse mesmo padréo, 0s nossos resultados sugerem

que a coloracdo pode, de fato, ter coevoluido com o veneno das cobras-corais.

Sem duavidas esse padrdo de cor conspicuo teve grande importancia para
0 sucesso da evolucdo das cobras-corais, sendo mantido no grupo ate hoje. Cores
chamativas sdo geralmente associadas com a capacidade de evitar predadores
alertando-os sobre um possivel perigo (aposematismo), mas também pode ser
uma estratégia de fuga, confundindo os predadores com as séries de anéis
enquanto a serpente foge (Brattstrom 1955; Allen et al. 2013). Assim, € provéavel

gue uma pressdo seletiva exercida por predadores tenha agido fortemente sobre
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as cobras-corais e tenha resultado nesse padrdo de cor aposematico que esta
sendo refletido pelo genoma (Lomonte, Rey-Suarez, et al. 2016; Rabosky et al.
2016; Jowers et al. 2019).

Sabemos que as toxinas do veneno das cobras-corais foram recrutadas
muito antes da divergéncia do grupo (Fry et al. 2006; Fry et al. 2008), ou seja,
antes do aparecimento do padrdo de cor dessas serpentes. Isso sugere em que
genes responsaveis pelo padrdo de cor (e possivelmente tamanho de cauda e
forma do hemipénis (Gutberlet and Harvey 2004; Lomonte, Rey-Suarez, et al.
2016)) surgiram e tiveram uma histéria evolutiva intimamente ligada aos genes
responsaveis pela expressdo das toxinas, sofrendo pressdes seletivas ao menos
similares, seja por pleiotropia, efeito carona ou qualquer outro fenémeno

genético-evolutivo.

CONCLUSOES

Através da construcdo da arvore filogenética baseada no gene ND4 de
Micrurus, que mostra o padrdo evolutivo da colora¢do do grupo, e arvores das
principais toxinas de seu veneno, 3FTx e PLA2, nosso trabalho mostrou as
similaridades existentes entre esses tracos. Os resultados apresentados aqui
suportam a hipoOtese que a coloragdo € um carater que segue a histéria
filogenética das cobras-corais, € que a composi¢do do veneno do grupo também
segue o padrdo similar. Sendo assim, nossos resultados ddo indicios que a
coloracdo e o veneno dessas serpentes podem ter coevoluidos na historia
evolutiva do grupo, o que da mais suporte & hipétese de que a coloragdo das
cobras-corais tem uma funcdo aposematica que serve para evitar possiveis
predadores, alertando-os da potencialidade de seu veneno. Vale salientar que
devido ao baixo numero de espécies de cobras-corais com venenos extraidos e
sequenciados as conclusdes tiradas desse trabalho s&o provisorias. E importante
aumentar nosso conhecimento a respeito da filogeografia e evolugdo dos
venenos das cobras-corais para podermos propiciar resultados mais concretos e

entendermos melhor sobre o atual fenotipo do grupo.
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