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I. RESUMO

A filogenia de serpentes tem sido inferida a partir de dados morfologicos e
moleculares, entretanto, ndo ha consenso entre as relagdes filogenéticas de serpentes.
Recentemente a ultra-estrutura de espermatozoide tem sido utilizada para as reconstrugdes
filogenéticas, por conter significante informagao filogenética. Além da analise filogenética,
o mapeamento de caracteres permite inferir o curso da evolugdo de caracteres. A evolugdo
da ultra-estrutura de espermatozoide na familia Boidae foi investigada, sendo encontradas
novas sinapomorfias (Serpentes, Pythonidae + Boidae, Boidae, Epicrates cenchria € Boa
constrictor). Os resultados indicaram melhor concordancia entre a ultra-estrutura de
espermatozdide e a filogenia morfologica. Ademais, andlises filogenéticas foram realizadas
utilizando dados de ultra-estrutura de espermatozoéide, osteologicos, € moleculares. As
analises corroboraram a divisao basal entre Scolecophidia e Alethinophidia e a hipotese
que sugere que o fossil Dinilysia patagonica seja taxon irmao de Alethinophidia. Os dados
de ultra-estrutura de espermatozdide contém informagao filogenética e podem fornecer
caracteres adicionais para as reconstrugdes filogenéticas entre as serpentes, entretanto,
ainda se faz necessario aumentar a cobertura taxonomica, o numero de caracteres, além
de estudos sobre espermiogénese. Os resultados sugerem que os dados da ultra-estrutura
de espermatozoide sdo tdo bons quanto qualquer outro carater, devido principalmente ao
fato de que revelaram novas sinapomorfias de Serpentes. Enfim, acredito que a integrago
de biologia comparada, historia evolutiva, € combinagao de caracteres possam ajudar no

esclarecimento das relagdes de parentesco de serpentes.



II. ABSTRACT

The snake relationships has been inferred from morphological and molecular
data sets. However, there is no final conclusion about these relationships. The sperm
ultrastructure has being used in phylogenetic analyses for a while, because it contains
significant phylogenetic signal. Besides the phylogenetic analyses, mapping of characters
permits inferences about the course of character evolution. We investigated the evolution
of sperm ultrastructure among boids, and had found novel synapomorphies (Serpentes,
Pythonidae + Boidae, Boidae, Epicrates cenchria e Boa constrictor). Our results indicate a
better agreement between sperm ultrastructure and morphological phylogeny. In addition,
we conducted a phylogenetic analyses based on sperm ultrastructural, osteological, and
molecular characters. Our analyses corroborated the basal division of Scolecophidia and
Alethinophidia, and hypothesis the support which the fossil Dinilysia patagonica is sister
taxon of Alethinophidia. The sperm ultrastructure data contain phylogenetic information
and may provide additional characters to phylogenetic analyses in snakes. However, it is
still necessary to increase taxonomic sampling, number of characters, and spermiogenesis
studies. Results suggest that sperm ultrastructure data are as good as any other character,
due principally to the fact that they revealed novel synapomorphies of snakes. Finally,
we conclude that the integration of comparative biology, evolution history, and combined

analyses may provide insights into the snakes phylogenetic relationships.
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II1. INTRODUCAO GERAL
1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE LEPIDOSAURIA

O grupo Lepidosauria ¢ formado pelos Squamata e Sphenodon (Rhynchocephalia,
Sphenodontidae) (Pianka & Vitt, 2003; Vidal & Hedges, 2005). Estados de caracteres
derivados sustentam a hipotese de monofiletismo de Lepidosauria (Saint et al., 1998).

Os Squamata representam um grupo monofilético, grande e bem sucedido de répteis,
constituido por lagartos, anfisbénias e serpentes (Pianka & Vitt, 2003; Vidal & Hedges,
2004, 2005; Lee, 2005). As relacdes filogenéticas dentro de Squamata tém sido discutidas.
A filogenia obtida a partir de dados morfologicos por Lee (2005) foi similar a obtida por
Estes e colaboradores (1988), porém, foi discrepante com a obtida por dados moleculares
(Vidal & Hedges, 2004, 2005; Townsend et al., 2004). Esse grupo ¢ dividido, segundo
a hipotese filogenética mais aceita atualmente, em dois grupos, Iguania e Scleroglossa
(Estes et al., 1988; Wu et al., 1996; Lee, 2005; Vitt et al., 2003).

O grupo Iguania ¢ dividido em Pleurodonta (Iguanidae) e Acrodonta (Aguamidae e
Chamaeleonidae), e o grupo Scleroglossa ¢ dividido em Gekkota e Autarchoglossa (Estes
et al., 1988; Pianka & Vitt, 2003; Uetz, 2007).

Os representantes da familia Sphenodontidae possuem sistemas Oticos bem
desenvolvidos, detectando presas moveis. A captura de presas ocorre através da lingua;
sua mordida € poderosa, mas a abertura da boca ¢ limitada e a velocidade de fechamento
¢ lenta. Uma inovagdo dentro de Iguania em relacdo a Sphenodon é a streptostilia, ou
seja, o osso quadrato estd apto a realizar movimentos de rota¢do, o que permitiu o
aumento da abertura da boca e maior velocidade de fechamento (Pianka & Vitt 2003;
Vitt et al, 2003). Os representantes do grupo Iguania utilizam detecgdo visual das presas
e as capturam através da lingua, tendo a diferenca alimentar entre Iguania e Scleroglossa
atribuido forte relacdo entre dieta e evolugdo nos Squamata (Vitt & Pianka, 2005). Uma
inovacao dentro de Scleroglossa em relagdo a Iguania ¢ a mesokinese cranial, ou seja,
tanto a mandibula quanto o maxilar superior possuem mobilidade, o que permitiu uma
maior eficacia na apreensdo e manipulacdo de presas ageis (Vitt et al., 2003; Pianka &

Vitt 2003; Vitt & Pianka, 2005). A lingua nesse grupo nao tem a funcdo de apreensao



de presas, mas ¢ empregada na deteccdo de sinais quimicos, fazendo-os excluir presas
toxicas, que também sdo detectadas visualmente (Schwenk, 1993a; Pianka & Vitt, 2003;
Vitt & Pianka, 2005). Ainda, os Scleroglossa (Gekkota e Autarchoglossa) possuem cranio
menos potente e mais flexivel do que os Iguania (Schwenk, 2000; Vitt et al, 2003). A
aquisi¢ao de discriminag¢do quimica de presas, captura de presas através da mandibula e
forrageamento amplo promoveram vantagem adaptativa em relagdo aos Iguania (Vitt et
al., 2003).

No grupo Gekkota a lingua tem a funcdo de umedecimento e limpeza de labios
e olhos, e a distingdo de presas ¢ visual e olfatéria (olfato nasal), ou seja, moléculas
volateis e pequenas sdo detectadas a grandes distancias (Pianka & Vitt, 2003, Vitt &
Pianka, 2005).

O grupo Autarchoglossa apresenta o volmerolfato muito desenvolvido. A lingua
bifida, carrega sinais quimicos para a boca, que sdo transmitidos para o sistema
volmeronasal, onde sdo detectadas moléculas grandes ndo volateis. Isso permitiu acesso a
presas visualmente ndo detectaveis, sendo a discriminagdo de presas visual e volmeronasal

(Pianka & Vitt, 2003; Vitt & Pianka, 2005).

2. ORIGEM DAS SERPENTES

A origem das Serpentes ¢ tema muito discutido desde o século 19. Quando
Cope (1869) reconheceu o grupo Pythonomorpha (grupo formado pelas serpentes e
Mosasauroidea) implicitamente propds que as serpentes teriam surgido a partir de
um ancestral mosassaurdide (lagartos aquaticos), implicando na origem marinha das
serpentes (McDowell & Bogert, 1954; Lee & Scanlon, 2002). Recentemente, Lee (1998)
corroborou o monofiletismo de Pythonomorpha. Na década de 90 as discussdes sobre a
origem das serpentes e suas inter-relagcdes ganharam um novo impeto (Zaher & Rieppel,
1999a), tendo os seguintes fosseis importante papel nessa discussdo: Pachyrhachis
problematicus, Dinilysia patagonica, Najash rionegrina, Haasiophis terrasanctus,
Eupodophis descouensi, e Wonambi naracoortensis.

O f6ssil Pachyrhachis problematicus (marinho do Cretdiceo Médio de Ein Yabrud-



Israel) com membros posteriores bem desenvolvidos, descrito por Haas (1979, 1980) e re-
descrito por Caldwell & Lee (1997) tem tido sua posicao filogenética bastante discutida,
uma vez que combina caracteres primitivos de Squamata e de serpentes macrostomatas
(Rieppel & Zaher, 2000a; Zaher & Rieppel, 2002). Varias hipoteses sobre a relagdo
de parentesco de P. problematicus e serpentes sdo propostas. A primeira a surgir foi a
de que P. problematicus seja a serpente mais basal, grupo irmao de todas as serpentes
(Scolecophidia e Alethinophidia). A partir dessa hipdtese se insere a perspectiva de que P,
problematicus seja um intermedidrio entre mosassaurdides e serpentes, tendo as serpentes
origem marinha (McDowell & Bogert, 1954; Lee & Scanlon, 2002).

A segunda proposta ¢ a de que Pachyrhachis problematicus seja grupo irmao dos
Macrostomata (Zaher, 1998; Zaher & Rieppel, 2002; Rieppel & Zaher, 2001a). Esses
autores re-analisaram os dados de Caldwell & Lee (1997) e de Lee (1998) e diferentemente
deles dividiram as Serpentes em multiplos tdxons terminais, e concluiram que a relacdo de
parentesco entre serpentes € mosassauroides nao se sustenta, e que P. problematicus possui
afinidades macrostomatas, ndo sendo nem uma serpente basal, nem um intermediério
entre serpentes e mosassaurdides. Os diferentes resultados, segundo argumentam, deveu-
se a Caldwell & Lee (1997) ndo terem utilizado o fossil Dinilysia patagonica em suas
analises, e por Lee (1998) ter tratado Serpentes e P. problematicus como um Unico tdxon
terminal. Desta forma, as analises realizadas por Lee (1998) ndo testaram a hipotese de
Zaher (1998). E ainda, uma terceira proposta ¢ a de que P. problematicus seja considerado
um Macrostomata (Alethinophidia), ndo tendo papel na discussdo sobre origem das
serpentes (Tchernov et al., 2000; Apesteguia & Zaher, 2006).

O fossil Dinilysia patagonica (terrestre do Cretaceo Superior da Patagonia) também
exerce importante papel na discussdo sobre a origem das serpentes, pois apresenta
caracteristicas primitivas de Squamata e de Alethinophidia. Esse fossil tem sua posi¢ao
filogenética bem discutida. Uma das hipdteses € que seja grupo irmao de todas as serpentes
(Scanlon & Lee, 2000), outra, ¢ a de que seria grupo irmdo das serpentes do grupo
Alethinophidia (Rieppel, 1988b; Tchernov et al., 2000; Apesteguia & Zaher, 2006).

Outro fossil importante nessa discussao ¢ Najash rionegrina, descrita por Apesteguia



& Zaher (2006), uma forma terrestre do Cretaceo Superior da Argentina. Esses autores
consideraram M. rionegrina a serpente mais primitiva, retendo caracteristicas morfologicas
craniais e vertebrais associadas ao hébito subterraneo, ou talvez tenha sido uma espécie
que tenha vivido na superficie e que ocasionalmente utilizasse tineis produzidos por
escavadores.

Todos os outros fosseis marinhos do Cretdceo Médio, tais como Pachyrhachis
problematicus, Haasiophis terrasanctus, Eupodophis descouensi, ¢ Wonambi
naracoortensis sao considerados macrostomatas (Rieppel et al., 2002; Apesteguia
& Zaher, 2006), ndo tendo relacdo especial na origem das serpentes, ao invés disso,
representam o primeiro documento inequivoco da incursdo das serpentes macrostomatas
no mar (Tchernov et al., 2000). A menos que outro fossil intermediério seja encontrado
para relacionar serpentes aos mosassauros, a hipotese de origem terrestre das serpentes
¢ a mais parcimoniosa (Rieppel, 1988b; Greene & Cundall, 2000; Rieppel et al., 2003;
Vidal & Hedges, 2004).

Dado a crescente discussdo sobre as relacdes de parentesco de serpentes dentro de
Squamata (Rieppel & Zaher, 2000a) e registro fossil incompleto, a posi¢ao filogenética de
Serpentes dentro de Squamata ¢ um tema bastante controverso, e que afeta as hipdteses
sobre a origem das serpentes (Caldwell, 1999). Na revisdo realizada por Rieppel (1988a,
b), quatro principais hipdteses de relagdes de parentesco de Serpentes dentro de Squamata
foram propostas: as serpentes sao mais fortemente relacionadas aos lagartos varanoides
(McDowell & Bogert, 1954); aos lagartos fossoriais (Senn & Northcutt, 1973); as
anfisbénias (Rage, 1982); e serpentes e lagartos teriam surgido independentemente de um
ancestral comum (Rieppel, 1988b).

De acordo com a hipotese de origem terrestre (Rieppel, 1988b; Greene & Cundall,
2000; Rieppel et al., 2003; Vidal & Hedges, 2004), as serpentes teriam origem a partir de
lagartos terrestres (Camp, 1923), ou teriam um ancestral fossorial (Bellairs & Underwood,
1951), sendo mais proximas do clado formado por anfisbénias e dibamideos ao invés de
mais proximas aos mosassauroides (Kluge, 1989; Rieppel & Zaher 2000a).

De acordo com a hipdtese de origem marinha, as serpentes seriam o grupo irmao



dos mosassaurdides, e compartilhariam um ancestral comum com membros, ndo
fossorial, e aquatico (McDowell & Bogert, 1954; Lee, 1998; Lee & Scanlon, 2002).
As serpentes seriam mais aparentadas aos lagartos da familia Varanidae atuais (Lee
& Caldwell, 2000), o que fez ressurgir as hipoteses de Cope (1869) e Nopcsa (1923)
(Zaher & Rieppel, 1999a). Lee (1998) realizou duas andlises, incluindo ou ndo os fosseis.
Na andlise utilizando os fosseis, as serpentes € Pachyrhachis seriam grupo irmao dos
mosassaurdides, e em segundo lugar, dos varanideos, confirmando a hipétese de origem
marinha das serpentes, ndo existindo possibilidade de origem fossorial (Caldwell, 1999;
Lee, 2005). Porém, na andlise onde os fosseis foram excluidos, as serpentes seriam grupo
irmao do clado formado por Dibamidae e Amphisbaenia (Caldwell, 1999; Lee, 2005).
Entretanto, para Lee (1998, 2005) os caracteres que sustentam esse arranjo estao ligados
a miniaturizagdo e fossorialidade relacionados com alongamento do corpo, reducdo de
membros, e consolidagao do cranio, caracteres relacionados ao ecomorfo fossorial e
alongado em serpentes, anfisbénias, e dibamideos, e desta forma esses tdxons agrupar-se-
iam devido a convergéncia por conta dos dados osteologicos, atragdo dos ramos longos,
ou a homoplasia por conta da auséncia de fosseis. Por estarem correlacionados, esses
caracteres tiveram pesos menores ou foram excluidos das analises (Lee, 1998, 2005).
Para Lee (1998, 2005) o ecomorfo fossorial e alongado teria evoluido independentemente
nas serpentes, anfisbénias, e dibamideos. Zaher & Rieppel (2000) concordam com
Lee (1998, 2005) que muitos caracteres compartilhados com serpentes, anfisbénias,
e dibamideos possam ser devido a convergéncia na evolucdo do ecomorfo fossorial e
alongado, resultando da correlagdo de carater devido a habitos escavadores, mas ao invés
de demonstrar esta convergéncia empiricamente, Lee (1998, 2005) aceitou-a como uma
premissa, “a priori”, para justificar a arbitrariedade de baixo peso para esses caracteres
ou exclusdo desses nas analises. Entretanto, a solugdo para esse problema segundo Zaher
& Rieppel (2000) e Rieppel & Zaher (2000a) ndo seria a de dar menos peso, “a priori”,
aos caracteres relacionados com o ecomorfo fossorial e alongado, o que influenciaria as
analises filogenéticas, mas sim a busca de evidéncias empiricas para testar as hipdteses

de relacdes de parentesco.



Outro aspecto em constante discussdo ¢ a presenca de membros nos fosseis. De
acordo com a hipdtese terrestre de origem das serpentes, a redugdo de membros ocorreu
na terra. Ja para a hipdtese de origem marinha, a redu¢do de membros ocorreu na dgua
(Vidal & Hedges, 2004).

Existem algumas explanacdes para a presenga de membros posteriores em
Pachyrhachis problematicus (Zaher & Rieppel, 1999b): os membros teriam sido perdidos
nas serpentes basais e re-adquiridos em P. problematicus; os membros poderiam ter sido
perdidos independentemente nas serpentes do grupo Scolecophidia, Macrostomata, e
varias linhagens de anilidides (Zaher, 1998; Zaher & Rieppel, 1999b; Greene & Cundall,
2000); os membros teriam sido retidos em P. problematicus, e perdidos nas serpentes
derivadas (Lee, 1998); ou ainda que teria ocorrido perda de membros no ancestral de todas
as serpentes, sendo readquiridos no ancestral de P. problematicus e Haasiophis (Greene
& Cundall, 2000). A hipotese de multiplas perdas de membros em serpentes pode ser
considerada possivel, embora menos parcimoniosa, pois Haasiophis e P. problematicus
sdo relacionados aos macrostomatas basais, sendo assim, a conclusdo mais parcimoniosa
¢ a de que os membros desenvolveram-se a partir de rudimentos tal como apresentado
por Python (Cohn & Tickle, 1999), o que comprova que o desenvolvimento de membros
a partir de rudimentos nas serpentes basais nao ¢ impossivel (Zaher & Rieppel, 1999b),
ocorrendo uma reversdo, presenca de membros, em Haasiophis e P. problematicus
(Tchernov et al., 2000). Assim, no futuro, pode-se encontrar mais fosseis de serpentes

com membros.

3. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE SERPENTES

As serpentes compreendem cerca de 3000 espécies atuais, que variam desde
espécies escavadoras diminutas até grandes constritoras, sendo encontradas em todos
os continentes exceto na Antdrtica. Sua diversidade morfologica reflete as diversas
adaptacdes comportamentais, ecoldgicas, e fisiologicas (Zug et al., 2001; Pough et
al., 2003; Uetz, 2007). Algumas caracteristicas apresentadas pelas serpentes também

sdo encontradas em outros Squamata, como a lingua retratil profundamente bifurcada,



perda do ouvido externo, perda dos arcos temporais, ponta da sinfise mandibular movel,
alongamento do corpo (Estes et al., 1988; Rieppel, 1988b; Coates & Ruta, 2000; Vidal &
Hedges, 2004). O monofiletismo de serpentes estd bem estabelecido (Heise et al., 1995;
Zaher & Rieppel, 1999b; Vidal & Hedges, 2004, Lee & Scanlon, 2002). As sinapomorfias
que sustentam seu monofiletismo sdo: aba descendente ao parietal abrigando o ganglio
do trigémeo e o ramo oftalmico do nervo trigémeo, arco sistémico direito muito maior do
que o esquerdo (Bellairs & Underwood, 1951); cones funcionais e densamente presentes
na retina, corpo ciliar dos olhos sem musculos (Walls, 1940); vesicula biliar posicionada
atras e distante do figado, com ducto cistico longo (Underwood, 1967); os exoccipitais
encontram-se dorsalmente no forame magno (Rieppel, 1988a); linfapdfises presentes,
clavivulas e interclaviculas ausentes (Lee, 1997); fémur vestigial ou ausente, tibia, fibula,
astralagos, e calcaneo ausentes (Caldwell & Lee, 1997; Lee & Caldwell, 1998); lacrimal
ausente, contato entre a pré-maxila e maxila ndo sutural, contato entre o palatino e o
vomer movel (Lee, 1997, 1998; Zaher & Rieppel, 1999b); forame pineal ausente, arco
supratemporal incompleto, extremidade do processo vertical do parietal em contato com
o parabasisfendide (Lee, 1998); forame trigémeo circundado anteriormente pelo parietal,
vomer medial ao palatino, palatino com processo medial evidente, ossos pds-dentarios
(surangular, pré-articular, e articular) fundidos formando um osso composto, membros
anteriores ausentes (Lee, 1998; Zaher & Rieppel, 1999b); processo ventrolateral do
parietal suturado ao para-basesfendide, crista circumfenestralis presente, forame mental
do dentario unico, tragos de cintura escapular ausentes, a reposi¢ao dentaria ocorre por
erupcao horizontal (Zaher & Rieppel, 1999b); membros posteriores rudimentares (Lee,
1998) ou ausentes (Zaher & Rieppel, 1999b); contato entre a septomaxila e a maxila
movel (Lee & Caldwell, 1998; Lee & Scanlon, 2002); processo anterior do palatino com

dentes (Lee & Scanlon, 2002), dentre outras.

As serpentes sdo divididas em duas linhagens principais: Scolecophidia e

Alethinophidia (Tabela 1).



Tabela 1. Classificagdo simplificada das serpentes atuais

Scolecophidia
Anomalepididae
Typhlopidae
Leptotyphlopidae
Alethinophidia
Anilioidea
Aniliidae
Cylindrophiidae
Uropeltidae
Macrostomata
Basais
Boidae
Pythonidae
Bolyeriidae
Tropidophiidae
Caenophidia
Acrochordidae
Colubroidea
Viperidae
Atractaspididae
Colubridae
Elapidae

Fontes: Underwood, 1967; Rieppel, 1988b; Cundall et al., 1993; Heise et al., 1995;
Tchernov et al., 2000; Cadle, 2001; Lee & Scanlon, 2002; Rieppel et al., 2002;Vidal &
Hedges, 2004; Kelly et al., 2003

As serpentes do grupo Scolecophidia sdo espécies fossoriais com limitada abertura
daboca, alimentam-se de pequenas presas, como formigas e cupins (Greene, 1997; Vidal &
Hedges, 2004). Esse grupo ocorre em regides tropicais. Membros da familia Typhlopidae
sdo cosmopolitas em regides tropicais; Leptotyphlopidae distribuem-se nos tropicos

e subtropicos da Africa e Américas, e sudeste da Asia; enquanto que Anomalepididae



apresenta distribuicdo disjunta na América Central e América do Sul (Zug et al., 2001).
Nos anos anteriores, existiu um desacordo acerca do monofiletismo de Scolecophidia
(Bellairs & Underwood, 1951), e mais recentemente um estudo molecular (Heise et
al., 1995) também sugeriu seu parafiletismo. Porém, varios estudos tanto morfoldgicos
(Underwood, 1967; Rieppel, 1988b; Cundall et al., 1993; Scanlon & Lee, 2000; Tchernov
et al., 2000), quanto moleculares (Vidal & Hedges, 2002a, b; Slowinsk & Lawson, 2002;
Wilcox et al., 2002) tém sustentado a hipotese de monofiletismo de Scolecophidia. Esse
grupo ¢ composto pelas familias Anomalepididae, Typhlopidae, e Leptotyphlopidae
(Underwood, 1967; Rieppel, 1988b; Heise et al., 1995; Vidal & Hedges, 2002b), que de
acordo com Zug et al. (2001) possuem 4, 6, e 2 géneros, respectivamente.

O grupo Alethinophidia ¢ considerado um grupo monofilético e inclui os grupos
Anilioidea e Macrostomata (Tchernov et al., 2000; Zaher & Rieppel, 2002; Slowinski
& Lawson, 2002; Vidal & Hedges, 2002a, b; Wilcox et al., 2002). As serpentes do
grupo Alethinophidia sdo mais diversificadas ecologicamente, sendo caracterizadas por
mandibulas altamente moveis e abertura da boca, o que possibilita a aquisi¢do de presas
relativamente grandes, principalmente vertebrados (Rieppel, 1988b; Vidal & Hedges,
2004). O monofiletismo de Anilioidea ¢ sustentado por dados morfoldgicos (Tchernov et
al., 2000; Scanlon & Lee, 2000; Apesteguia & Zaher, 2006). Esse grupo ¢ composto pelas
familias Aniliidae, Cylindrophiidae, e Uropeltidae, que de acordo com Zug et al. (2001)
possuem 1, 1, e 9 géneros, respectivamente. Todas as serpentes exceto Scolecophidia e
anilidides formam o grupo Macrostomata (Rieppel, 1988b). Esse grupo ¢ dividido em
macrostomatas basais e modernos (Greene, 1997). O grupo dos macrostomatas basais ¢
composto por diversas familias como Boidae, Pythonidae, Bolyeriidae, e Tropidophiidae,
contendo 8, 4, 1, e 5 géneros, respectivamente (Zug et al., 2001). As serpentes do grupo
Caenophidia sdo consideradas macrostomatas modernos. E formado pelas familias
Acrochordidae e pelas serpentes do grupo Colubroidea (Rieppel, 1988b; Lee & Scanlon,
2002; Vidal & Hedges, 2002b; Kelly et al., 2003), formado por quatro familias (Viperidae,
Atractaspididae, Colubridae, e Elapidae) (Greene, 1997). De acordo com Zug et al. (2001)

a familias Acrochordidae, Viperidae, Atactaspididae, Colubridae, e Elapidae possuem 1,



32,13,300, e 60 géneros, respectivamente. O monofiletismo de Macrostomata € sustentado
por varios caracteres (Rieppel, 1988b; Zaher, 1998; McDowell, 2001).

Zug et al. (2001) citou que na classificagdo de Hoffstetter (1962) as serpentes foram
divididas em 3 grupos, Scolecophidia (cobras-cegas), Henophidia (serpentes primitivas),
e Caenophidia (serpentes modernas). Underwood (1967) corroborou a divisao do grupo
Alethinophidia em Henophidia e Caenophidia. Apesar desse termo nao ter sido utilizado
ha muito tempo, Vidal & Hedges (2002a) utilizaram Henophidia para descrever o clado
que inclui os boideos e os anilidides. Apesar de Underwood (1967) ndo ter realizado uma
analises cladistica, a era moderna da sistematica de serpentes foi iniciada por sua proposta
de classificagdo de serpentes baseada em varias caracteristicas, incluindo morfologias
externa e interna, histologia, citologia, e bioquimica.

Afilogenia de serpentes tem sido inferida utilizando-se dados morfologicos (Rieppel,
1988b; Zaher, 1998; Lee & Scanlon, 2002; Vidal & Hedges, 2004) e moleculares (Cadle,
1988; Heise et al., 1995). Entretanto, sua grande diversidade, registro fossil em pequena
quantidade, incompleto, muitas vezes mal preservado, e a aparente longa historia evolutiva
tém impedido a resolucdo das relagdes filogenéticas de serpentes dentro de Squamata,
entre os grandes grupos de serpentes, e entre as familias de serpentes (Heise et al., 1995;
Zaher, 1998; McDowell, 2001; Cadle, 2001; Lee & Scanlon, 2002), por isso as serpentes

representam um desafio para a sistematica.

4. ULTRA-ESTRUTURA DE ESPERMATOZOIDE EM LEPIDOSAURIA

O espermatozdide em Lepidosauria (Healy & Jamieson, 1994; Jamieson, 1995a,
b) possui certa constancia em sua constituicao basica. O espermatozdide em nivel ultra-
estrutural consiste em regido da cabeca, formada pelo complexo acrossomal e o nucleo,
peca intermedidria e regido da cauda, dividida em pega principal e final.

O complexo acrossomal situa-se na por¢do anterior da cabega do espermatozdide e
¢ formado, na maioria dos animais, pelo acrossoma e perforatédrio (Jamieson, 1995a).

O acrossoma ¢ a Unica organela presente apenas no gameta masculino, facilitando

a fusdo com as membranas do gameta feminino, e a entrada do espermatozdide no
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ovulo (Anderson & Personne, 1973), sendo rica em enzimas, que sdo liberadas durante
a fertilizagdo (Talbot, 1991). E dividido em vesicula acrossomal e cone subacrossomal
(Jamieson, 1995a). Seu conteudo ¢ organizado em compartimentos que t€ém implicacdes
funcionais durante a fertilizacao (Talbot, 1991). A vesicula acrossomal pode apresentar-
se tanto formada por substancia homogénea e elétron-densa (Healy & Jamieson, 1994;
Teixeira et al., 1999a), quanto dividida em cortex e medula (Jamieson & Koehler, 1994,
Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996). O cone subacrossomal apresenta uma organizacao
paracristalina nos Squamata (Furieri, 1970; Jamieson & Scheltinga, 1993; Harding et al.,
1995; Oliver et al., 1996), porém em Sphenodon punctatus (Healy & Jamieson, 1994)
a sua estrutura ndo ¢ paracristalina. O acrossoma pode apresentar-se circular (Jamieson
& Scheltinga, 1994; Oliver et al., 1996) ou achatado (Jamieson, 1995a; Oliver et al.,
1996).

O perforatdrio ¢ um bastdo localizado no apice do cone subacrossomal, dentro da
vesicula acrossdmica, acima do nicleo, em uma posicao prenuclear (Jamieson, 1995a). Os
Squamata apresentam apenas um perforatorio (Jamieson & Scheltinga, 1993; Jamieson,
1995a; Oliver et al., 1996), enquanto que em Sphenodon punctatus (Healy & Jamieson,
1994) ocorre a presenca de dois perforatérios dentro dos canais endonucleares. O
perforatdrio, ¢ uma estrutura citoesquelética, provavelmente formada por actina, podendo
ter grande capacidade de alongamento, sustentando desta forma, o acrossoma, porém
sua fun¢do ¢ ainda discutida (Baccetti & Afzelius, 1976), mas ¢ sabido que durante a
reagdo acrossomal e penetra¢do no 6vulo em invertebrados, o perforatdrio exerce papel
importante (Baccetti et al., 1980), sofrendo modificacdes no momento da fertilizagdo
(Baccetti & Afzelius, 1976).

Inserida na por¢ado apical do cone subacrossomal, na base do perforatdrio observa-
se uma placa elétron-densa, a placa basal do perforatorio (Jamieson & Koehler, 1994),
podendo estar ausente (Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996). A ponta do perforatdrio pode
apresentar-se afilada (Jamieson & Koehler, 1994; Oliver et al., 1996; Tavares-Bastos et
al., 2002; Vieira et al., 2004), arredondada (Harding et al., 1995; Oliver et al., 1996), ou

quadrada (Jamieson, 1995a; Jamieson et al., 1996).
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O nucleo apresenta material extremamente compactado, resultando em uma forte
elétron-densidade, favorecendo a mobilidade do espermatozdide e protegendo-o contra
alteracdes quimicas e fisicas durante a estocagem e transporte até o local da fertilizagdo
(Anderson & Personne, 1973). A regido de transi¢do entre a porc¢do anterior afilada e
a regido cilindrica é marcada pelos “ombros nucleares”. A regido do topo do nucleo
geralmente apresenta um canal estreito elétron-lucido, preenchido por substancia elétron-
lucida, a zona epinuclear lucida (Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996), que pode estar
ausente (Healy & Jamieson, 1994; Oliver et al., 1996). No pélo posterior do nucleo esta
presente uma depressao, a fossa nuclear (Jamieson, 1995a, b; Oliver, et al., 1996).

A peca intermediaria nos Lepidosauria constitui-se de regido do pescogo € axonema,
sendo delimitada pelo anulus (Healy & Jamieson, 1994; Jamieson, 1995a, b; Oliver et al.,
1996).

A regido do pescocgo representa a conexao da cabega ao flagelo do espermatozodide
(Jamieson, 1995a, b; Oliver et al., 1996). Constitui-se, nos Lepidosauria, de centriolos
proximal e distal, circundados por material pericentriolar, e pelo primeiro anel de corpos
densos e/ou mitocondrias da peca intermediaria (Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996).
Em serpentes o centriolo distal ¢ circundado apenas por colar denso, ou por colar denso e
mitocondrias (Jamieson & Koehler, 1994; Harding et al., 1995; Jamieson, 1995a; Oliver
et al., 1996).

O colar denso ¢ uma estrutura elétron-densa que estende-se do nticleo até a primeira
mitocondria (Jamieson & Koehler, 1994; Jamieson, 1995a; Harding et al., 1995; Oliver et
al., 1996). Foi previamente denominado por Austin (1965) de “neck cylinder”’; Hamilton
& Fawcett (1968), e Furieri (1970) também utilizaram essa denominacao. Austin (1965)
j& havia notado que a sua presenga ocorria apenas em serpentes. O colar denso é formado
pelo coalescimento de granulos densos associados a periferia das mitocondrias durante
a espermiogénese que aglomeram-se ao redor do centriolo distal (Hamilton & Fawcett,
1968). Alguns autores sugeriram que o colar denso seria homologo aos corpos densos
(Austin, 1965; Hamilton & Fawcett, 1968; Jamieson & Koehler, 1994; Jamieson, 1995a;

Oliver et al., 1996).
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Os centriolos sdo necessarios para a formacao do flagelo, sendo o proximal paralelo
a base do nucleo, e o distal situado na base do axonema. O par de centriolos esta orientado
em angulo reto, assim, um dos centriolos ¢ visibilizado em corte transversal, enquanto
que o outro ¢ observado longitudinalmente. O centriolo proximal consiste de nove trincas
de microtubulos, localizando-se entre o nucleo e o centriolo distal (Hamilton & Fawcett,
1968). A estrutura laminar estratificada localiza-se ao redor do centriolo proximal (Oliver
et al., 1996), e a estrutura elétron-densa, no centro do centriolo proximal, podendo estar
tanto ausente (Jamieson & Koehler, 1994; Oliver et al., 1996; Tavares-Bastos et al., 2002),
quanto presente (Oliver et al., 1996; Vieira et al., 2004). O centriolo distal forma o corpo
basal do axonema; funciona como o centro organizador de microtiibulos do axonema, e
consiste de nove trincas de microtibulos conectadas a nove fibras protéicas periféricas,
ao redor de dois microtubulos simples centrais do axonema, sendo um deles associado
a uma fibra periférica (Jamieson, 1995a). Essas fibras originam o material pericentriolar
(Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996).

O axonema ¢ composto por nove microtubulos duplos ligados a nove fibras protéicas
periféricas formando um anel ao redor de um par de microtibulos simples centrais, em
um padrao de 9 + 2 (Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996). A fun¢do das fibras periféricas
pode estar relacionada ao movimento vibratério do flagelo (Austin, 1965), ou podem
contribuir para movimentos de curvatura (Hamilton & Fawcett, 1968). A bainha fibrosa
¢ formada por anéis regulares e separados, unidos longitudinalmente por uma coluna
ventral e outra dorsal, formadas pelas fibras protéicas periféricas densas 3 e 8 (Jamieson,
1995a). Austin (1965) sugeriu que nos répteis essas fibras serviriam como estabilizadoras
da bainha fibrosa. Ja para Fawcett (1970) a bainha fibrosa teria papel na mobilidade do
flagelo. O espessamento das fibras periféricas adjacentes as duplas 3 e 8 ocorre em todos
os representantes do grupo Lepidosauria (Healy & Jamieson, 1994; Jamieson, 1995a).
Nos Squamata, a bainha fibrosa estendende-se anteriormente na pega intermediaria,
porém em Sphenodon punctatus (Healy & Jamieson, 1994) a bainha fibrosa nio estende-
se anteriormente na peca intermediaria, pois o principal componente axial da peca

intermediaria no espermatozodide dessa espécie ndo ¢ a bainha fibrosa e sim o centriolo
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distal, que estende-se por todo comprimento da pega intermediaria.

Em espermatozoides de Squamata, as mitocondrias apresentam-se com cristas
lineares (Jamieson, 1995a; Harding etal., 1995; Oliveretal., 1996), porém sdo concéntricas
em Sphenodon punctatus (Healy & Jamieson, 1994).

Como citado anteriormente, granulos densos coalescem formando o colar denso;
os granulos que nao fazem parte da formagdo do colar denso também coalescem e sdo
carreados paraapecaintermedidriasendo denominados de corpos densos intermitocondriais
(Hamilton & Fawcett, 1968).

Os corpos densos intermitocondriais (extramitocondriais) sdo restritos aos
Squamata, sendo consideradas estruturas de origem mitocondrial (Carcupino et al., 1989),
e se intercalam as mitocondrias, porém sua fun¢do permanece desconhecida. Corpos
densos intramitocondriais ocorrem em Sphenodon punctatus (Healy & Jamieson, 1994).
Austin (1965) havia denominado os corpos densos de “dense plaques”, e sugeriu que
eles coalescem formando o colar denso. J& para Hamilton & Fawcett (1968) os corpos
densos ndo participam da formacdo do colar denso. Provavelmente os corpos densos
intermitocondriais e colar denso compartilham uma origem comum, por sua similaridade
na composicdo (Austin, 1965; Hamilton & Fawcett, 1968; Oliver et al., 1996).

Na maioria dos Tetrapodas o anulus ¢ um anel denso, presente na juncao da peca
intermediaria e peca principal (Baccetti & Afzelius, 1976). De acordo com Fawcett
(1970) sua fun¢do ¢ impedir o deslocamento das mitocondrias para regides posteriores
do flagelo.

A pega principal ¢ a regido posterior a pega intermediaria. Constitui-se de axonema
circundado pela bainha fibrosa, citoplasma e membrana plasmatica, apresentando um
padrdao 9 + 2 microtibulos, sendo que as nove fibras periféricas estdo ausentes ou sdo
vestigiais (Jamieson, 1995a, b).

A peca final ¢ a regido posterior ao término da bainha fibrosa; consiste de axonema
e membrana plasmatica; apresentando comprimento indeterminado. O padrao de
microtibulos do axonema pode apresentar-se organizado ou desorganizado (Jamieson,

1995a; Jamieson et al., 1996).
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5. ULTRA-ESTRUTURA DE ESPERMATOZOIDE PARA  ANALISES
FILOGENETICAS E ESTUDO SOBRE EVOLUCAO DE CARACTERES

A ultra-estrutura de espermatozodide tem sido estudada em diversas familias de
Squamata e tem fornecido uma fonte de caracteres para as analises filogenéticas. Por esse
motivo, analises filogenéticas a partir da ultra-estrutura do espermatozoide vem ganhando
interesse por fornecer dados alternativos para inferéncias filogenéticas (Jamieson, 1995a;
Jamieson et al., 1996; Oliver et al., 1996, Teixeira et al., 1999a.,b; Vieira et al., 2005,
2007).

Além da analise filogenética, o mapeamento de caracteres em uma filogenia
proposta contribui para o entendimento do uso desse conjunto de caracteres, pois mapear
estados de caracteres em uma filogenia possibilita inferir acerca do curso da evolugao
de caracteres (Pagel, 1999), isto ¢, identifica similaridade (Brooks & McLennan, 1991;
Harvey & Pagel, 1991; McLennan, 1994; Brown et al., 2000) e variabilidade (Schwenk,
1993b; Brown et al., 2000).
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IV. OBJETIVOS GERAIS

Esse estudo tem como perspectiva compreender e melhorar essa fonte de caracteres, a
ultra-estrutura de espermatozoéide, e conseqiientemente contribuir para o aperfeicoamento
daresolu¢do das hipoteses de parentesco entre as familias de serpentes, e entre as serpentes

e os outros grupos de Squamata. Para tanto, os seguintes objetivos foram estabelecidos:

1) Descrever e analisar o estado dos caracteres de ultra-estrutura de espermatozoide
em familias de serpentes (Anomalepididae, Typhlopidae, Leptotyphlopidae, Aniliidae,
Cylindrophiidae, Boidae, Pythonidae, Tropidophiidae, Acrochordidae, Viperidae,
Colubridae, e Elapidae);

2) Comparar os caracteres de ultra-estrutura de espermatozdide em espécies
representantes das familias citadas anteriormente com os grupos externos (Sphenodontidae,
Iguanidae, Gekkonidae, Pygopodidae, Teiidae, Varanidae e Amphisbaenidae);

3) Comparar os estados dos caracteres de ultra-estrutura de espermatozoide em
espécies representantes das trés familias de Scolecophidia (Anomalepididae, Typhlopidae,
e Leptotyphlopidae).

4) Investigar a evolugdo da ultra-estrutura de espermatozdide na familia Boidae,
mapeando os caracteres de ultra-estrutura de espermatozoide em filogenias morfologica
(Kluge, 1991) e molecular (Austin, 2000).

5) Conduzir andlises filogenéticas baseada em conjunto de dados combinados e
separados, utilizando os dados de ultra-estrutura de espermatozoéide, osteoldgicos, e dados

moleculares (C-mos, 12S e 168S).
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V. Capitulo 1
ULTRA-ESTRUTURA DO ESPERMATOZOIDE EM SCOLECOPHIDIA
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1.1 RESUMO

Virios estudos envolvendo a ultra-estrutura de espermatozoide tém sido realizados
em diversas familias de Squamata, porém o grupo das serpentes tem sido pouco estudado,
assim, tornam-se necessarios mais estudos ultra-estruturais de espermatozoide ndo s6 em
serpentes, como também em outros membros de Squamata, por isso a ultra-estrutura de
espermatozodide nas seguintes familias de Scolecophidia foi descrita: Anomalepididae,
Typhlopidae, Leptotyphlopidae e comparadas dentro desse grupo. Para tanto, epididimos
obtidos de espécimes machos reprodutivos foram retirados e processados para
Microscopia de Luz e Microscopia Eletronica de Transmissdo. Em nivel ultra-estrutural
o espermatozoéide de Squamata ¢ constituido por regido da cabeca (complexo acrossomal
e nucleo), peca intermedidria e regido da cauda (pega principal e final). Verificou-se que
o espermatozoéide das espécies estudadas apresenta as sinapomorfias de Squamata e de
serpentes; também foi observada variabilidade intrafamiliar na familia Typhlopidae, o
que sugere que o estudo comparativo da ultra-estrutura de espermatozoide promove dados

uteis para acessar a reconstrucao filogenética de serpentes, assim como de Squamata.
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1.2 INTRODUCAO

As serpentes do grupo Scolecophidia retém muitas caracteristicas ancestrais,
associadas a vida subterranea, e forma um grupo monofilético (Rieppel 1988a; Cundall
et al. 1993; Scanlon & Lee 2000; Tchernov et al. 2000; Vidal & Hedges 2002b) com
trés familias: Leptotyphlopidae, Typhlopidae, ¢ Anomalepididae (Underwood, 1967;
Groombridge, 1979; Rieppel, 1988a; Heise et al., 1995; Vidal & Hedges, 2002b).

Andlises prévias de dados moleculares e morfolégicos somaticos resultaram em
hipoteses discrepantes de relagdes de parentesco entre Anomalepididae, Leptotyphlopidae,
e Typhlopidae. Vidal & Hedges (2002b), utilizando dados moleculares (C-mos, 12S
RNAr, 16S RNAr, e citocromo b), indicaram que Leptotyphlopidae ¢ o grupo irmao
do clado formado por Anomalepididae e Typhlopidae. Dados morfologicos somaticos
corroboraram essa analise (Rieppel, 1988a, Cundall et al., 1993; Scanlon & Lee 2000; Lee
& Scanlon, 2002), entretanto, Heise et al. (1995), também utilizando dados moleculares
(12S RNAr e 16S RNAr) concluiram que Typhlopidae e Leptotyphlopidae sdo mais
fortemente relacionadas entre si do que com Anomalepididae.

Em serpentes o espermatozoide ¢ constituido em nivel ultra-estrutural de regido
da cabega (complexo acrossomal e nicleo), peca intermediaria e regido da cauda (peca
principal e final) (Jamieson & Koehler, 1994; Jamieson, 1995a; Harding et al., 1995;
Oliver et al., 1996). O tnico estudo sobre a ultra-estrutura de espermatozéide do grupo
Scolecophidia foi realizado por Harding et al. (1995) que descreveram o espermatozoide
de Ramphotyphlops ssp. O espermatozdide da maioria das serpentes ¢ circundado por
membranas multilaminares (Hamilton & Fawecett, 1968; Jamieson & Koehler, 1994;
Jamieson, 1995a; Harding et al., 1995; Oliver et al., 1996) e microtibulos extracelulares
(Austin, 1965; Hamilton & Fawcett, 1968; Furieri, 1970; Jamieson & Koehler, 1994;
Oliver et al., 1996) em todas as suas regides. A origem e fun¢do dos microtibulos
extracelulares ainda sdo desconhecidas (Boisson & Mattei, 1966; Hamilton & Fawcett,
1968). Esses, podem ser vistos no ducto ao redor do espermatozodide, sendo observados
tanto em cortes transversais quanto em cortes longitudinais, ndo estando associados ao

espermatozodide (Austin, 1965). Foi sugerido que os microtiibulos extracelulares seriam
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um vestigio do processo de espermiogénese, a chamada “manchette”, uma estrutura
composta por microtibulos associados lateralmente ao nucleo, mas notou-se que sdo
externos a membrana plasmatica e persistem no espermatozodide (Boisson & Mattei,
1966; Furieri, 1970; Oliver et al., 1996). O papel de ancoramento para os microtibulos
extracelulares foi sugerido em um estudo sobre espermiogénese (Al-Hajj et al.,1987).
As membranas multilaminares e os microtubulos extracelulares sdo estruturas presentes
no desenvolvimento do espermatozdide em Squamata, e a evidéncia, ainda incerta, da
conversao de microtibulos extracelulares em membranas multilaminares (apéndices
laminares semelhantes & membrana) possivelmente representa um estdgio na producdo
de membranas, isso sugere que estas multiplas camadas de membranas promovam
recurso de fosfolipidios enddgenos utilizados como fonte de energia para a motilidade
(Hamilton & Fawcett, 1968; Jamieson & Koehler, 1994; Jamieson, 1995a; Oliver et al.,
1996). Uma evidéncia a favor dessa hipdtese ¢ a redu¢do de membranas multilaminares
no espermatozéide de Boiga irregularis, que apresenta microtibulos extracelulares em
maior numero do que nas outras serpentes (Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996).
Emrelacdo aevolugdo daultra-estrutura de espermatozoéide, fibras 3 e 8 apresentando-
se muito espessas no axonema foi considerada uma sinapomorfia de serpentes por Hamilton
& Fawcett (1968), e mais recentemente Healy & Jamieson (1994), Harding et al. (1995),
Jamieson (1995, 1999) e Oliver et al. (1996), apontaram as sinapomorfias de serpentes: 1)
reducdo ou perda da placa basal do perforatorio; 2) reducao da regido da zona epinuclear
lucida. 3) presenca de colar denso; 4) alongamento da peca intermedidria; 5) presenca de

membranas multilaminares; e 6) presenga de microtubulos extracelulares.

1.3 JUSTIFICATIVA

A ultra-estrutura de espermatozoide tem sido estudada em vdarias familias de
Lepidosauria, como por exemplo, Chamaeleonidae (Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996),
Gekkonidae (Furieri, 1970; Jamieson, 1995a; Jamieson et al., 1996), Gymnophthalmidae
(Teixeira et al., 1999b; Colli et al., 2007), Lacertidae (Furieri, 1970; Butler & Gabri,

1984; Courtens & Depeiges, 1985; Jamieson, 1995a), Phrynosomatidae (Scheltinga et
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al., 2000), Polychrotidae (Clark, 1967; Furieri, 1974; Teixeira et al., 1999c), Pygopodidae
(Jamieson, 1995a; Jamieson et al., 1996), Scincidae (Furieri, 1970; Okia, 1990; Jamieson
& Scheltinga, 1993; 1994; Jamieson, 1995a; Jamieson et al., 1996), Teiidae (Newton &
Trauth, 1992; Tavares-Bastos et al., 2002; Giugliano et al., 2002; Teixeira et al., 2002;
Colli et al., 2007), Tropiduridae (Furieri, 1974; Teixeira et al., 1999d), Amphisbaenidae
(Teixeira et al., 1999a), Iguanidae (Vieira et al., 2004), Varanidae (Jamieson, 1995a;
Oliver et al., 1996), e Sphenodontidae (Healy & Jamieson, 1994).

Em relagdo aos Squamata, o grupo das serpentes tem sido o menos estudado. O
espermatozdide foi descrito em poucas espécies das familias Colubridae (Jamieson
& Koehler, 1994; Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996), Elapidae (Jamieson, 1995a;
Oliver et al., 1996), Pythonidae (Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996), e Typhlopidae
(Harding et al., 1995). Os trabalhos de Austin (1965) e de Hamilton & Fawcett (1968)
relacionados as familias Boidae, Colubridae, Elapidae contém poucos caracteres que sao
comumente utilizados para andlise filogenética. A descricdo do espermatozdide de Boa
constrictor occidentalis realizada por Tourmente et al. (2006) foi focada em competicdo
de espermatozoide e acasalamento; contendo também poucos caracteres utilizados em
analise filogenética. Sendo assim, tornam-se necessarios mais estudos ultra-estruturais de

espermatozoéide nas familias de serpentes.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Descrever o estado dos caracteres de ultra-estrutura de espermatozoide nas
familias de Scolecophidia (Anomalepididae, Typhlopidae, e Leptotyphlopidae);

2) Comparar os estados dos caracteres de ultra-estrutura de espermatozdide em

espécies representantes das trés familias de Scolecophidia.

1.5 MATERIAIS E METODOS
Espécimes machos reprodutivos foram coletados, eutanasiados, e fixados em
formalina 10%. Os epididimos foram retirados e fixados para Microscopia de Luz e

Microscopia Eletronica de Transmissao.

21



Foram utilizados nesse estudo tecidos dos espécimes listados a seguir. Colegdo
Herpetologica da Universidade de Brasilia: Typhlops reticulatus (CHUNB 40659)
(Typhlopidae) coletado no Cachimbo, Para, Brasil (86°S, 55°5°W), Leptotyphlops koppesi
(CHUNB 40750) (Leptotyphlopidae), coletado em Luziania, Goias, Brasil (16°5°S,
48°W). Colecao Herpetoldgica do Instituto Butantan: Liotyphlops beiu (1B 43608)
(Anomalepididae) coletado na Freguesia, Sao Paulo, Brasil (23°9’S, 46°7°W).

Para Microscopia de Luz, espermatozdides obtidos do epididimo de Typhlops
reticulatus foram fixados em 2 % de glutaraldeido, 2% de paraformaldeido, analisados
e fotografados no Microscopio Axiophot Zeiss, equipado com contraste interferencial;
para estabelecer medidas de tamanho de espermatozéide, bem como das regides que o
compoe.

Para a ultra-estrutura de espermatozoide, os epididimos de Leptotyphlops koppesi e
Typhlops reticulatus foram cortados transversalmente em pequenos pedacos (~Imm). O
tecido epididimal foi fixado overnight a 4°C em solugdo contendo 2 % de glutaraldeido,
2% de paraformaldeido, e 3% de sacarose em tampao cacodilato de s6dio 0,1M pH 7,2.
O material foi lavado em tampao cacodilato de s6dio 0,1M pH 7,2 e pds-fixado a 4°C por
60 minutos em tetroxido de 6smio 1%, ferricianeto de potéssio 0,8% e SmM de cloreto de
calcio em 0,1M de tampao cacodilato de sodio pH 7,2. A desidratagdo ocorreu em solucdes
de concentracdes crescentes de acetona (30- 100%), e a inclusdo em resina Spurr. Os
cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo Reichert, utilizando faca de diamante.
As secgoes foram contrastadas em acetato de uranila saturado (3%) e citrato de chumbo
(1%); examinadas e fotografadas no Microscopio Eletronico de Transmissao Jeol® 1011
operado a 8OKV. O material de Liotyphlops beui proveniente da Colecdo Herpetoldgica
do Instituto Butantan, foi reidratado em concentragoes decrescentes de alcool (70-30%),
lavado em 4gua destilada, e posteriormente em tampao cacodilato de sddio 0,1M pH 7,2;
as etapas de pos-fixacdo, desidratacdo, inclusdo em resina Spurr, constrastagdo e analise

seguiu 0 mesmo protocolo dos espécimes acima citados.
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1.6 RESULTADOS
Apresento aqui um resumo sobre o artigo publicado no peridédico Acta Zoolodgica
(Stockholm) “Ultrastructure of spermatozoa of scolecophidian snakes (Lepidosauria,

Squamata” (Anexo I).

Ultra-estrutura de espermatozoide

Foi realizada a descricdo detalhada da ultra-estrutura de espermatozdide de
Leptotyphlops koppesi (Leptotyphlopidae), Typhlops reticulatus (Typhlopidae) e
Liotyphlops beui (Anomalepididae), e comparada dentro de Scolecophidia utilizando
dados de Ramphotyphlops waitii (Harding et al., 1995). O espermatozoide de todas as
espécies apresenta 0 mesmo padrido geral, sendo filiforme e apresentando trés regides
distintas: cabega, a qual consiste do complexo acrossomal e nticleo, peca intermedidria e

cauda, diferenciada em peca principal e peca final.

Caracteres polimorficos

Nas quatro espécies de serpentes do grupo Scolecophidia (as trés espécies estudadas
nesse artigo € Ramphotyphlops waitii (Harding et al., 1995) foram encontrados 8 caracteres
polimorficos: 1) Presenca da placa basal do perforatéorio em Typhlops reticulatus,
Leptotyphlops koppesi, e Liotyphlops beui, e sua auséncia em Ramphotyphlops waitii; 2)
presenga do espaco entre a vesicula acrossomica e o perforatdrio apenas em R. waitii; 3)
ponta do perforatério afilada em T reticulatus, e arredondada em L. koppesi e R. waitii;
4) acrossoma achatado, em corte transversal, em 7. reticulatus, e circular em L. beui, L.
koppesi, e R. waitii; 5) presenca da protuberancia unilateral da superficie acrossémica
apenas em L. beui; 6) Presenga da estrutura elétron-densa no centriolo proximal em 7.
reticulatus e L. beui, e sua auséncia em L. koppesi; 7) anulos triangular em 7. reticulatus
e L. beui, e linear em L. koppesi; e 8) mitocondrias em corte transversal, irregulares em L.

koppesi, e arredondadas em 7. reticulatus, L. beui, e R. waitii, respectivamente.

23



Sinapomorfias

Os caracteres observados no espermatozdide de Leptotyphlops koppesi
(Leptotyphlopidae),  Typhlops  reticulatus  (Typhlopidae), Liotyphlops  beui
(Anomalepididae), e Ramphotyphlops waitii (Harding et al., 1995) (Typhlopidae)
foram reconhecidos previamente por Healy & Jamieson (1994), Harding et al. (1995),
Jamieson (1995a, b, 1999) e Oliver et al. (1996) como sinapomorfias de Squamata: inico
perforatorio, totalmente pré-nuclear; auséncia de canais endonucleares; mitocondrias
sinuosas com cristas mitocondriais lineares; corpos densos intermitocondriais; bainha
fibrosa penetrando anteriormente na peca intermediaria; ombros nucleares arredondados;
cone subacrossomal paracristalino; axonema formando o principal componente axial da
peca intermedidria; centriolo distal curto; e anulos reduzido. A presenca da zona epinuclear
ltcida, considerada uma sinapomorfia de Squamata (Healy & Jamieson, 1994; Harding
et al., 1995; Jamieson 1995, 1999), foi observada em L. koppesi, T. reticulatus, e L. beui,
mas nao foi confirmada em R. waitii (Harding et al., 1995).

Os espermatozoéides de L. koppesi, T. reticulatus, L. beui, € R. waitii (Harding et
al. 1995) apresentam os seguintes caracteres, considerados sinapomorfias de serpentes
(Healy & Jamieson, 1994; Harding et al., 1995; Jamieson, 1995a, 1999; Oliver et al.,
1996): presencga de colar denso, membranas multilaminares e microtubulos extracelulares;
redu¢do da placabasal do perforatorio e da zona epinuclear liicida; e excessivo alongamento

da peca intermediaria.

1.7 CONCLUSAO

A posicdo de Leptotyphlopidae como grupo irmdo do clado formado por
Anomalepididae e Typhlopidae, sustentado por dados moleculares (Vidal & Hedges,
2002b) e morfoldgicos (Rieppel, 1988b; Cundall et al., 1993; Scanlon & Lee, 2000; Lee
& Scanlon, 2002), ¢ corroborada por dois caracteres da ultra-estrutura de espermatozdide:
T reticulatus, L. beui e R. waitii compartilham entre si, a presenca da elétron-densidade
central no centriolo proximal e mitocondrias arredondadas em cortes transversais. Por

outro lado, a hipotese de Heise et al. (1995) que considera Typhlopidae como grupo

24



irmao de Leptotyphlopidae, ao invés de Anomalepididae, ¢ corroborada pela auséncia da
protuberancia na superficie acrossomal em L. koppesi e T. reticulatus.

Comparagdes da ultra-estrutura de espermatozédide das duas espécies da familia
Typhlopidae, T reticulatus e R. waitii sugerem a existéncia de polimorfismo intrafamiliar,
que inclui a forma da regido mais anterior do complexo acrossdmico e a estrutura do
perforatorio. Giugliano et al. (2002) sugeriram que caracteres polimoérficos foram
encontrados dentro de algumas familias de Squamata. A variacdo observada em T
reticulatus e R. waitii sugere que o exame de outros membros de Scolecophidia pode
fornecer caracteres adicionais no esclarecimento das relacdes intrafamiliais e determinar
quais caracteres sao mais proveitosos para as reconstrucdes filogenéticas. Assim,
os caracteres obtidos da ultra-estrutura de espermatozdide nas serpentes do grupo
Scolecophidia podem enriquecer a discussdo sobre a origem e as relacdes filogenéticas

de serpentes.
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VI. Capitulo 2
EVOLUCAO DA ULTRA-ESTRUTURA DO ESPERMATOZOIDE EM
BOIDEOS
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2.1 RESUMO

Mapear caracteres emuma filogenia permite inferir sobre similaridade e variabilidade,
a partir da concordancia ou ndo entre 0 mapeamento de caracteres e a filogenia proposta,
porém poucos estudos t€ém abordado a evolug¢do da ultra-estrutura de espermatozoide
em Squamata. Desta forma, a evolucdo da ultra-estrutura de espermatozodide foi
investigada em trés espécies de boideos (Epicrates cenchria, Boa constrictor amarali,
e Corallus hortulanus). Para tanto, os epididimos foram dissecados e processados para
Microscopia Eletronica de Transmissdo, e investigada a evolucdo da ultra-estrutura de
espermatozdide em duas filogenias baseadas em caracteres morfologicos e moleculares,
utilizando serpentes, lagartos, e tuatara como grupos externos. Em nivel ultra-estrutural
os espermatozdides das trés espécies de boideos constituem-se de regido da cabeca
(nucleo e complexo acrossomico), peca intermedidria, e regido da cauda (pega principal e
final), e apresentam as sinapomorfias de Squamata e de Serpentes. Novas sinapomorfias,
comuns as duas filogenias, foram identificadas: de Serpentes (auséncia da placa basal do
perforatorio e arranjo das mitocondrias em tubos sinuosos em corte obliquo), de Elapidae
+ Colubridae (auséncia da estrutura eletron-densa no centriolo proximal), e de Boidae
(auséncia de cortex e medula na vesicula acrossomica e presenca de fibras 3 e 8 na regido
mais anterior da pega principal). Os resultados sugerem uma melhor concordancia dos
caracteres de ultra-estrutura de espermatozdide e a filogenia morfoldgica (Kluge, 1991).
Desta forma, esse estudo contribui para um melhor entendimento do uso desses caracteres

a medida que investigou a evolucdo dos caracteres dentro da familia Boidae.
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2.2 INTRODUCAO

Andlise comparativa em estudos morfoldgicos € uma ferramenta util para investigar
homologia e adaptagdo (Brooks & McLennan, 1991; Harvey & Pagel, 1991; McCracken et
al., 1999), mas ¢ importante distinguir qual a forca seletiva que € responséavel pela origem

dos estados dos caracteres, e o que mantém esses estados em populagdes contemporaneas

(Harvey & Pagel, 1991).

O principal agente responsavel pela produ¢do de adaptacao e diversidade € a selegdo
natural (Freeman & Herron, 1998), porém, muitos outros fatores influenciam a evolucao,
podendo as espécies diferir por outras razdes, como o acaso e a histdria filogenética
(Futuyma, 2003).

O mapeamento de estados de caracteres em uma filogenia permite inferir sobre
o curso da evolucdo de determinado carater (Pagel, 1999), podendo ser utilizada para
testar hipoteses de similaridade e de variabilidade. Permite assim, a identifica¢do
de similaridade devido a heranga comum (homologia), ou a eventos evolutivos e
independentes (homoplasia) (Brooks & McLennan, 1991; Harvey & Pagel, 1991;
McLennan, 1994; Brown et al., 2000). Essa ferramenta também permite a identificacao
de variabilidade devido a processos evolutivos ao acaso (Schwenk, 1993b; Brown et al.,
2000) ou adaptagdo. A nao concordancia entre o mapeamento de caracteres e a filogenia
proposta (homoplasia) pode ser resultado de convergéncia adaptativa (McCracken et al.,
1999). Ja a concordancia entre 0 mapeamento e a filogenia proposta indica que esses
caracteres foram fixados ao longo da evolugdo, isto é, que a distribui¢do dos caracteres
foi atribuida a inércia filogenética, e que esses caracteres sdo melhores indicadores de
filogenia (Schwenk, 1993b; Brown et al., 2000).

O monofiletismo da familia Boidae é bem corroborado, mas analises separadas de
caracteres morfologicos (Kluge, 1991), moleculares (Austin, 2000), e analises combinadas

(Burbrink, 2005) tém levado a hipdteses conflitantes de relagao filogenética dos boideos.

2.3 JUSTIFICATIVA

Os estudos ultra-estruturais de espermatozéide de boideos incluem a descri¢do da
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cauda do espermatozoéide (Austin, 1965), regido do pescoco e peca intermediaria (Hamilton
& Fawcett, 1968) de Boa constrictor constrictor. Tourmente et al. (2006) descreveu o
espermatozoéide de B. constrictor occidentalis. Além disso, poucos estudos tém investigado
a evolugdo da ultra-estrutura de espermatozoide em Squamata (Tavares-Bastos et al.,
2002; Vieira et al., 2004), assim, os caracteres de ultra-estrutura de espermatozoide foram
mapeados para sabermos se esse cardter ¢ um bom indicador de relagdes filogenéticas.
Desta forma, esse estudo contribui ndo apenas para aumentar a cobertura taxondmica da
familia Boidae, como também para um melhor entendimento do uso desses caracteres a

medida que investigou a evolucdo dos caracteres dentro da familia Boidae.

2.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Descrever o estado dos caracteres de ultra-estrutura de espermaozoide na em trés
espécies da familia Boidae;

2) Investigar a evolucdo da ultra-estrutura de espermatozéide na familia Boidae,

mapeando os caracteres de ultra-estrutura de espermatozoide em filogenias morfologica

(Kluge, 1991) e molecular (Austin, 2000).

2.5 MATERIAIS E METODOS

Foram obtidos espermatozdides de espécimes adultos de Epicrates cenchria, Boa
constrictor amarali, € Corallus hortulanus, coletados na Chapada dos Guimaraes, Mato
Grosso, Brasil (14° 52°S, 55° 48°W). Os espécimes foram eutanasiados com Tiopental®,
os epididimos foram removidos e cortados em pequenos pedacos. Os epécimes foram
depositados na Cole¢do Herpetoldgica da Universidade de Brasilia (CHUNB 17492,

17495, 17494, respectivamente).

Para a ultra-estrutura de espermatozoéide, epididimos foram fixados overnight a 4°C
em solucdo contendo 2 % de glutaraldeido, 2% de paraformaldeido, e 3% de sacarose
em tampao cacodilato de s6dio 0,1M pH 7,2. As amostras foram lavadas em tampao
cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2, pds fixadas a 4°C por 60 minutos em tetréxido de

6smio 1%, ferricianeto de potassio 0,8%, e SmM de cloreto de calcio em 0,1M de tampao
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cacodilato de sodio pH 7,2, desidratadas em solugdes de concentragdes crescentes de
acetona (30-100%), e incluidas em resina Spurr. Cortes ultrafinos foram obtidos com faca
de diamante em ultramicrotomo Reichert, contrastados em acetato de uranila saturado
(3%) e citrato de chumbo (1%), e fotogratados em Microscépio Eletronico de Transmissao
Jeol® 1011 operado a 80KV. As imagens foram adquiridas com Camera GATAN BioScan,
modelo 792.

Para o estudo da evolucdo dos caracteres de ultra-estrutura de espermatozoéide
em trés espécies de boideos (Epicrates cenchria, Boa constrictor amarali, e Corallus
hortulanus), foram codificados 27 caracteres da ultra-estrutura de espermatozoide em
estados discretos. Foi investigada a evolucdo de caracteres em duas filogenias de Boidae
baseadas em caracteres morfologicos (Kluge, 1991) e moleculares (Austin, 2000),
utilizando MacClade (Maddison & Maddison, 2001), PAUP v. 4.0b 10 (Swofford, 2003),
e otimizagdo de Fitch (Kitching et al., 1998). Foram utilizados como grupos externos,
Nerodia sipedon (Jamieson & Koehler, 1994), Stegonotus cucullatus, Boiga irregularis
(Jamieson 1995a; Oliver et al., 1996) (Colubridae); Oxyuranus microlepidotus (Elapidae)
(Jamieson 1995a; Oliver et al., 1996); Aspidites melanocephalus (Pythonidae) (Jamieson
1995a; Oliver et al., 1996); Ramphotyphlops spp (Typhlopidae) (Harding et al., 1995);
Varanus gouldii (Varanidae) (Jamieson 1995a; Oliver et al., 1996); Tupinambis merianae
(Teiidae) (Tavares-Bastos et al., 2002); Iguana iguana (Iguanidae) (Vieira et al., 2004);
e Sphenodon punctatus (Sphenodontidae) (Healy & Jamieson, 1994). As relagdes dos
grupos externos foram baseadas nas filogenias propostas por Kluge (1993a; Boidae and
Aspidites melanocephalus), Vidal & Hedges (2004; Elapidae and Colubridae), e Lee
(2005; os grupos externos restantes). Quando vérias reconstrugdes mais parcimoniosas

existiram para um carater, todas as reconstrugdes foram examinadas.
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2.6 RESULTADOS
Apresento aqui um resumo sobre o artigo aceito para publicacdo no periddico
Zoomorphology. “The evolution of sperm ultrastructure among Boidae (Serpentes)”

(Anexo II).

Ap6s investigarmos a evolu¢do da ultra-estrutura de espermatozdide em trés
espécies de boideos (Epicrates cenchria, Boa constrictor amarali, e Corallus hortulanus)

os principais resultados obtidos foram os seguintes:

Ultra-estrutura de espermatozoide

O espermatozoéide das trés espécies de boideos (Epicrates cenchria, Boa constrictor
amarali, e Corallus hortulanus) ¢ filiforme, consistindo de regido da cabeca, contendo
o nucleo e complexo acrossomico, peca intermedidria, e regido da cauda subdividida
em peca principal e final. O espermatozoide das espéices da familia Boidae analisadas
(Boa constrictor amarali, Epicrates cenchria, and Corallus hortulanus) difere nos
seguintes caracteres: protuberancia unilateral da vesicula acrossomica ao nivel do cone
subacrossomal (presente em B. c. amarali, ausente em E. cenchria and C. hortulanus);
placa basal do perforatorio (presente e semelhante a um quadrado em B. c¢. amarali e
E. cenchria, ausente em C. hortulanus);, ¢ forma da mitocondria em corte transversal
(arredondada em E. cenchria e C. hortulanus, irregular em B. c. amarali). A cauda do
espermatozodide de B. c. constrictor foi descrita por Austin (1965) e Hamilton & Fawcett
(1968). As observagoes realizadas em B. c. amarali discorda apenas em relacdo ao carater
26 (membranas multilaminares) que foi considerado um artefato de fixagdo por Austin
(1965). Adicionalmente, foram descritos 9 caracteres na cauda do espermatozoide (11, 12,
16, 20-25) que nao foram descritos por esses autores. A descricdo do espermatozoide de
Boa constrictor occidentalis (Tourmente et al., 2006) diferiu de Boa constrictor amarali
em relacdo a forma da mitocondria em corte transversal (circular em B. c. occidentalis
e irregular em B. c¢. amarali). Além disso, Tourmente et al. (2006) ndo observou a zona

epinuclear lucida, perforatério, e placa basal do perforatorio.
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Sinapomorfias

O espermatozéide de Boa constrictor amarali, Epicrates cenchria, e Corallus
hortulanus apresenta as seguintes caracteristicas consideradas sinapomorfias de
Squamata (Healy & Jamieson, 1994; Harding et al., 1995; Jamieson 1995a, b, 1999;
Oliver et al.,1996): perforatorio Gnico e pré-nuclear; perda do canal endonuclear; zona
epinuclear lucida presente; cone subacrossomal paracristalino; cristas mitocondriais
lineares; presenga de mitocondria sinuosa; corpos densos intermitocondriais presentes;
bainha fibrosa estendendo-se anteriormente na peca intermedidria; axonema formando o
componente principal da peca intermedidria; centriolo distal curto; reducdo do anulus; e
ombros nucleares arredondados.

A reducdo ou perda da placa basal do perforatério e da zona epinuclear licida,
presenga de colar denso, de membranas multilaminares, e de microtiibulos extracelulares
observados corroboram as sinapomorfias de Serpentes citadas em trabalhos anteriores
(Healy & Jamieson, 1994; Harding et al., 1995; Jamieson, 1995a; 1999; Oliver et al.,
1996). Nao foi observado o excessivo alongamento da peca intermedidria nos boideos,
uma suposta sinapomorfia de Serpentes (Harding et al., 1995; Oliver et al., 1996; Jamieson,
1999). Entretanto em nosso estudo, a pega intermedidria ndo foi observada em sua

totalidade em cortes longitudinais observado em microscopio eletronico de transmissao.
Evolugdo de caracteres de ultra-estrutura de espermatozoide

Foram identificadas trinta e uma transformagdes ndo ambiguas de caracteres na
filogenia morfolédgica (Kluge, 1991), e trinta transformagdes ndo ambiguas de caracteres
na filogenia molecular (Austin, 2000), mas apenas treze ¢ doze caracteres sao possiveis
sinapomorfias, respectivamente (Fig.4 doanexoII). As outras transformag¢des nao ambiguas
foram autapomorfias. Foram identificadas também novas sinapomorfias, comuns as duas
filogenias: de Serpentes (placa basal do perforatorio ausente e arranjo das mitocondrias em
tubos sinuosos em corte obliquo), de Elapidae + Colubridae (estrutura eletron-densa no
centriolo proximal ausente), e de Boidae (auséncia da subdivisdo da vesicula acrossdmica

e presenca de fibras 3 e 8 na regido mais anterior da peca principal).
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2.7 CONCLUSAO

Os resultados indicam melhor concordancia entre a ultra-estrutura de espermatozoide
e a filogenia morfologica (Kluge, 1991) do que com a filogenia molecular (Austin, 2000).
A integracdo de biologia comparada, reconstrucdo filogenética, e histéria evolutiva
podem promover um melhor entendimento da natureza da variagcdo nos caracteres de

ultra-estrutura de espermatozodide.
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VII. Capitulo 3
ANALISE FILOGENETICA DE SERPENTES
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3.1 RESUMO

A ultra-estrutura de espermatozoide de serpentes foi utilizada para inferir filogenia.
Para tanto foi descrita a ultra-estrutura de espermatozoide em nove espécies de serpentes
(Anilius scytale, Cylindrophis ruffus, Tropidophis paucisquamis, Acrochordus javanicus,
Bothrops jararaca, Oxyrhopus guibei, Sibynomorphus mikanii, Xenopholis scalaris, €
Micrurus corallinus), além de ter sido realizada uma revisao bibliografica sobre a ultra-
estrutura de espermatozodide tanto em espécies de serpentes (Liotyphlops beui, Typhlops
reticulatus, Ramphotyphlops waitii, Leptotyphlops koppesi, Boa constrictor, Corallus
hortulanus, Epicrates cenchria, Aspidites melanochephalus, Nerodia sipedon, Boiga
irregularis, Stegonotus cuculatus, Oxyuranus microlepidotus), quanto nos seguintes
grupos externos: Sphenodon punctatus, Iguana iguana, Heteronotia binoei, Lialis
burtonis, Tupinambis merianae, Varanus gouldii, ¢ Amphisbaena alba), para entdo
realizar as analises filogenéticas de serpentes, separadas e combinadas a partir de dados
de ultra-estrutura de espermatozdide, osteologicos, e moleculares. Dados osteologicos dos
fosseis Pachyrhachis problematicus e Dinilysia patagonica foram utilizados. As analises
mostraram Serpentes dividida em Scolecophidia e Alethinophidia. O grupo Scolecophidia
apresentou-se como o mais basal das serpentes atuais e como clado irmao das serpentes
do grupo Alethinophidia. As andlises mostraram que P. problematicus ficou alocado no
clado Alethinophidia. Foi encontrado polimorfismo intrafamiliar na ultra-estrutura de
espermatozdide nas serpentes, € foi detectado que todas as espécies de serpentes apresentam
as sinapomorfias de Squamata e de Serpentes propostas na literatura. Ademais, foram
identificadas sete novas sinapomorfias de Serpentes. Finalmente, os resultados sugerem
que os caracteres de ultra-estrutura de espermatozéide contém informacao filogenética e

podem fornecer caracteres alternativos para as reconstrugdes filogenéticas de serpentes.
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3.2 INTRODUCAO

A filogenia de serpentes continua pouco conhecida. Andlises anteriores fornecem
hipoteses discrepantes e ainda ndo hd um consenso sobre as relagdes de parentesco entre
as familias de serpentes (Zaher, 1998; McDowell, 2001; Cadle, 2001; Lee & Scanlon,
2002). Porém a divisdo basal entre Scolecophidia e Alethinophidia ¢ corroborada tanto
por dados morfologicos (Tchernov et al., 2000; McDowell, 2001; Lee & Scanlon, 2002),
quanto por dados moleculares (Heise et al., 1995; Cadle, 2001; Slowinski & Lawson,
2002; Vidal & Hedges, 2004).

Apesar do grupo Scolecophidia ter sido considerado parafilético com base em
dados morfologicos (Bellairs & Underwood, 1951) e moleculares (Heise et al., 1995),
varios estudos morfologicos (Underwood, 1967; Groombridge, 1979; Rieppel, 1988b;
Cundall et al., 1993; Scanlon & Lee, 2000; Tchernov et al., 2000) e moleculares (Vidal
& Hedges, 2002a, b; Slowinski & Lawson, 2002; Wilcox et al., 2002) sustentam seu
monofiletismo. Portanto, as relagdes filogenéticas entre as familias de Scolecophidia
continuam problematicas, porém, existe um consenso de que o grupo Scolecophidia seja
a forma mais basal das serpentes atuais (Cundall et al., 1993; Heise et al., 1995). Muitos
autores inferiram sobre as relagdes de parentesco entre as familias de Scolecophidia.
Porém, analises prévias fornecem solucdes equivocas de relagdes de parentesco entre
as familias Typhlopidae, Leptotyphlopidae, e Anomalepididaec. Uma das hipdteses de
parentesco ¢ a de que as familias Typhlopidae e Anomalepididae s3o mais relacionadas
entre si do que com Leptotyphlopidae. Essa hipotese ¢ sustentada por dados morfolédgicos
(Cundall et al., 1993; Lee & Scanlon, 2002), e moleculares (Vidal & Hedges, 2002b). Por
outro lado, outra hipotese defende que as familias Typhlopidae e Leptotyphlopidae sejam
mais proximas entre si do que com Anomalepididae. Essa inferéncia é corroborada por
dados morfologicos (McDowell, 2001) e moleculares (Heise et al., 1995).

Asrelagdes de parentesco dentrodeAlethinophidiando estdo muito bemestabelecidas.
Porém, seu monofiletismo ¢ sustentado tanto por dados morfologicos (Zaher & Rieppel,
1999b), quanto por dados moleculares (Slowinski & Lawson, 2002; Vidal & Hedges,

2002a, b; Wilcox et al., 2002). Dentro de Alethinophidia, o grupo Anilioidea ¢ irmao dos
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Macrostomata (Tchernov et al., 2000; Apesteguia & Zaher, 2006).

Os Macrostomatas sdo representados pelos macrostomatas basais (Boidae,
Pythonidae, Bolyeriidae, Tropidophiidae) e Caenophidia (Greene, 1997). As relagdes de
parentesco dentro de Macrostomata sdo pouco conhecidas (Cundall et al., 1993; Rieppel,
1988b). O suposto parafiletismo dos Macrostomata sugerido pelas anélises moleculares
(Wilcox et al., 2002) discorda dos resultados obtidos através de dados morfoldgicos
que sustentam seu monofiletismo (Zaher, 1998; McDowell, 2001). Essas evidéncias
conflitantes representam um dos temas mais controversos dentro da discussdo sobre as

relacdes filogenéticas em serpentes.

O monofiletismo da familia Boidae tem sido bastante discutido. Alguns estudos
morfoldgicos sustentam seu monofiletismo (Kluge, 1991; Lee & Scanlon, 2002), outros
separam em duas ou mais linhagens, freqiientemente consideradas familias distintas
(McDowell, 1979). As relagdes de parentesco da familia Boidae também ¢ tema de varias
controvérsias. Porém, existe um consenso que os boideos e pitonideos sejam grupos irmaos
(Kluge, 1991). O monofiletismo de Pythonidae (Python, Liasis, Apodora) ¢é sustentado
por dados morfologicos (Kluge, 1993a; Lee & Scanlon, 2002) e moleculares (Vidal &
Hedges, 2002b). Zaher (1994) com base em caracteres morfoldgicos considerou a familia
Tropidophiidae ndo monofilética, mas formada por duas linhagens distintas: Tropidophis
e Trachyboa (Tropidophiidae), e Ungaliophis e Exiliboa (Ungaliophiidae).

O grupo Caenophidia é considerado monofilético por evidéncias morfologicas
(Underwood, 1967; Rieppel, 1988b; Lee & Scanlon, 2002) e moleculares (Heise et al.,
1995; Vidal & Hedges, 2002a, b; Slowinski & Lawson, 2002; Wilcox et al., 2002); e ¢
formado por Acrochordidae e o grupo Colubroidea (Tchernov et al., 2000; Rieppel &
Zaher, 2001b; Slowinski & Lawson, 2002; Lee & Scanlon, 2002; Vidal & Hedges, 2002a,
b; Kelly et al., 2003).

Colubroidea forma um grupo monofilético sustentado tanto por dados morfoldgicos
(Zaher, 1999; Lee & Scanlon, 2002), quanto por dados moleculares (Heise et al.,
1995; Slowinski & Lawson, 2002; Lawson et al., 2005). E representado pelas familias

Colubridae, Elapidae, e Viperidae (Rieppel, 1988a), e para alguns autores também pela
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familia Atractaspididae (Cadle, 1988; Heise et al., 1995). As relagdes filogenéticas entre
as familias Colubridae, Elapidae, e Viperidae e o monofiletismo dessas familias sdo
temas muito discutidos (Heise et al., 1995; McDowell, 2001). De acordo com algumas
inferéncias as familias Viperidae e Elapidae sdo grupos monofiléticos (Underwood, 1967;
Lee & Scanlon, 2002; Lawson et al., 2005). Ja para Heise et al. (1995) os elapideos
ndo sdo monofiléticos. Para Cadle (1988) os colubrideos e elapideos sdo grupos irmaos,
mais aparentados a Atractaspis, e esse clado aparentado a Viperidae. Para Heise et al.
(1995) a familia Viperidae ¢ grupo irmdo de Elapidae e Colubridae. J& para Pinou et
al. (2004) Elapidae ¢ o grupo irmdo de Colubridae e esse clado irmdo de Viperidae.
Utilizando termos diferentes Dessauer et al. (1987) e Lawson et al., (2005) sugeriram que
a familia Viperidae forma o grupo irmao das outras serpentes denominadas de modernas
(Caenophidia) por Dessauer et al., (1987) e de Colubroidea por Lawson et al., (2005).
Para Vidal & Hedges (2002b) a familia Elapidae ¢ mais aparentada a Atractaspididae,
esse grupamento seria mais aparentado a Colubridae, e Viperidae seria a familia mais
basal dessas trés familias.

Os representantes da familia Colubridae compreendem a grande maioria das
serpentes atuais, sendo amplamente distribuidos por quase todos os continentes. Quase
todos os colubrideos neotropicais atuais pertencem a uma das trés linhagens propostas por
Cadle (Cadle, 1984a, b, c, 1985; Cadle & Greene, 1993): 1) Colubrines, cuja distribui¢cdo
¢ cosmopolita, e seu monofiletismo tem sido sugerido por dados moleculares (Cadle,
1984a, b; Heise et al., 1995, Lawson et al., 2005); 2) Xenodontines da América Central,
definidos por Zaher (1999) como subfamilia Dipsadinae; e 3) Xenodontines da América
do Sul, definidos por Zaher (1999) como subfamilia Xenodontinae senso estrito. Um
dilema crescente acerca da sistematica da familia Colubridae é a constante redefini¢ao
dos grupos de espécies por diferentes autores, além da grande diversidade do grupo, que
dificulta sua caracterizacdo (Zug et al., 2001; Pough et al., 2004), assim questdes basicas
acerca das relacdes de parentesco entre as principais linhagens da familia Colubridae e seu
monofiletismo permanecem obscuras (Cadle, 1984a, b, c; 1985; Dessauer et al., 1987).

Um dos maiores problemas atuais da sistematica das serpentes ¢ a relacdo de parentesco
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entre a familia Colubridae e as outras familias de Colubroidea (Ferrarezzi, 1994).
A ultra-estrutura de espermatozoéide tem sido utilizada para inferéncias filogenéticas
(Jamieson 1995a; Jamieson et al., 1996; Oliver et al., 1996; Teixeira et al., 1999a, b;

Vieira et al., 2005, 2007).

3.3 JUSTIFICATIVAS

A ultra-estrutura de espermatozoide tem sido utilizada para reconstrugao filogenética
em géneros e familias de Squamata pois sua utilidade ¢ defendida por varios autores
pelo fato desse conjunto de caracteres conter significante informagdo filogenética
(Jamieson, 1995a, b; Jamieson et al., 1996; Oliver et al., 1996; Teixeira et al., 1999a,
b, ¢, d; Vieira et al., 2005, 2007). Porém, ainda ndo esta claro qual nivel taxondmico o
uso da ultra-estrutura de espermatozoide ¢ mais proveitoso, nem o grau de variabilidade
existente em nivel de familia, portanto investigar a variabilidade na ultra-estrutura do
espermatozdide em diferentes categorias taxonomicas ¢ essencial para identificar o
melhor nivel taxondmico a ser utilizado em analise filogenética (Teixeira et al., 1999a,
b). Variabilidade na ultra-estrutura de espermatozdide tem sido encontrada em varias
familias de serpentes. Caracteres polimorficos (varidveis) foram definidos por Kitching et
al. (1998) como qualquer tipo de variabilidade existente em um determinado carater em
um taxon sob estudo. Para Wiens (1995, 1998, 1999) os caracteres variaveis contém sinal
filogenético, e apesar dos problemas que envolvem sua inclusdo em analises filogenéticas,
sua exclusdo ¢ injustificavel e pode diminuir a exatiddao das analises. Por esse motivo os
caracteres polimorfismos encontrados na ultra-estrutura de espermatozoide em algumas
familias de serpentes foram utilizados.

Apesar de varios estudos, ainda ndo se chegou a um consenso quanto as relagdes
de parentesco entre as familias de serpentes (Cadle, 2001; Kluge, 1991; Heise et al.,
1995; Zaher, 1998; Lee, 1998; 2000; Zug et al., 2001; McDowell, 2001; Lee & Scanlon,
2002), tornando-se de fundamental importancia a realizacdo de estudos. Assim, com 0
objetivo de contribuir para o esclarecimento dessas relagdes de parentesco esse tema foi

abordado.
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3.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Descrever os estados dos caracteres de ultra-estrutura de espermatozdide em
familias de serpentes (Aniliidae, Cylindrophiidae, Tropidophiidae, Acrochordidae,
Viperidae, Colubridae, e Elapidae), comparando com dados de familias descritas
anteriormente nos capitulos 1 (Anomalepididae, Typhlopidae, Leptotyphlopidae) e 2
(Boidae);

2) Comparar os caracteres de ultra-estrutura de espermatozdide nas espécies
representantes das familias de serpentes com os grupos externos (Sphenodontidae,
Iguanidae, Gekkonidae, Pygopodidae, Teiidae, Varanidae e Amphisbaenidae).

3) Avaliar a utilidade filogenética da ultra-estrutura de espermatozoéide em nivel de
familia.

4) Conduzir andlises filogenéticas separadas e combinadas, utilizando conjuntos
de dados morfologicos (ultra-estrutura de espermatozdide e osteologicos), e moleculares

(C-mos, 12S e 16Y5).

3.5 MATERIAIS E METODOS
I) Conjunto de dados
A lista de caracteres ¢ apresentada no anexo III, e matriz de dados no anexo IV. Os

dados utilizados nas analises filogenéticas foram os seguintes:

1) Ultra-estrutura de espermatozoide

Dados da literatura: foram utilizados dados de serpentes: Ramphotyphlops waitii
(Typhlopidae) (Harding et al., 1995); Aspidites melanochephalus (Pythonidae) (Jamieson,
1995a; Oliver et al., 1996); Boiga irregularis (Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996),
Stegonotus cuculatus (Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996), Nerodia sipedon (Jamieson
& Koehler, 1994) (Colubridae); e Oxyuranus microlepidotus (Elapidae) (Jamieson, 1995a;
Oliver et al., 1996). Grupos externos: Sphenodon punctatus (Sphenodontidae) (Healy
& Jamieson, 1994); Iguana iguana (Iguanidae) (Vieira et al., 2004); Heteronotia binoei

(Gekkonidae) (Jamieson, 1995a; Jamieson et al., 1996); Lialis burtonis (Pygopodidae)
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(Jamieson, 1995a; Jamieson et al., 1996); Tupinambis merianae (Teiidae) (Tavares-
Bastos et al., 2002); Varanus gouldii (Varanidae) (Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996);
e Amphisbaena alba (Amphisbaenidae) (Teixeira et al., 1999a).

Material observado no Laboratério de Microscopia Eletronica da UnB: foram
utilizados espécimes machos reprodutivos depositados na Cole¢do Herpetologica da
Universidade de Brasilia (CHUNB), Colecao Herpetologica do Instituto Butantan (IB), e
Colecao Herpetologica do Museu de Histdria Natural de Londres (MW).

O espermatozoéide das espécies Anilius scytale (Aniliidae) (IB 66553); Cylindrophis
ruffus (Cylindrophiidae) (MW 4348); Tropidophis paucisquamis (Tropidophiidae)
(IB 10087); Acrochordus javanicus (Acrochordidae) (MW 4432); Bothrops jararaca
(Viperidae) (IB 72074); Sibynomorphus mikanii (1B 72073), Oxyrhopus guibei (1B 72047),
Xenopholis scalaris (CHUNB 47138) (Colubridae); e Micrurus corallinus (Elapidae) (IB
72011) foram descritos no desenvolvimento dessa tese e estdo descritas nesse capitulo.
Foram utilizados os estudos ultra-estruturais de espermatozoide realizados no capitulo 1
nas espécies de Liotyphlops beui (Anomalepididae), Typhlops reticulatus (Typhlopidae),
Leptotyphlops koppesi (Leptotyphlopidae) (Tavares-Bastos et al., 2007a), e no capitulo
2 nas espécies de Boa constrictor, Corallus hortulanus, e Epicrates cenchria (Boidae)
(Tavares-Bastos et al., 2007b). As referéncias bibliograficas dos dados dos capitulos 1
(Scolecophidia) e 2 (Boidae), e os obtidos na literatura ndo serdo repetidas e podem ser
também acessadas na tabela 3.

Espermatozdides foram fixados para Microscopia de Luz e Microscopia Eletronica
de Transmissao.

Para Microscopia de Luz, espermatozoides foram fixados em 2 % de glutaraldeido,
2% de paraformaldeido, analisados e fotografados em microscopio Axiophot Zeiss,
equipado com contraste interferencial, para estabelecer-se medidas de tamanho das
regides que compdem o espermatozdide.

Para Microscopia Eletronica de Transmissao, os epididimos dissecados foram fixados
overnight a 4°C em solugdo contendo 2 % de glutaraldeido, 2% de paraformaldeido, e 3%

de sacarose, tampao cacodilato de sddio 0,1M pH 7,2, acrescidos de 5 mM de cloreto de
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calcio. O material foi lavado em tampao cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2, pos fixados
a 4°C por 60 minutos em tetroxido de 6smio 1%, e ferricianeto de potassio 0,8%, e
novamente lavado em tampao cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2. A amostra foi desidratada
em solucdes de concentragdes crescentes de acetona (30- 100%), embebidas e incluidas
em resina Spurr. Cortes ultrafinos obtidos em ultramicrétomo Reichert, utilizando faca
de diamante foram contrastados em acetato de uranila saturado (3%) ¢ citrato de chumbo
1%; examinadas e fotografadas em Microscopio Eletronico de Transmissdo Jeol® 1011
operado a 8OKV.

O material dos espécimes Liotyphlops beui, Anilius scytale, e Tropidophis
paucisquamis provenientes da Colecdo Herpetologica do Instituto Butantan, foram
reidratados em solugdes decrescentes de alcool (70-30%), lavados em agua destilada, e
posteriormente em tampao cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2. Como teste foram utilizados
a partir daqui dois procedimentos, no primeiro o material foi fixado, pos-fixado, seguindo
para a etapa da desidratagdo. No outro procedimento o material foi apenas pos-fixado, em
seguida desidratado. Nos dois procedimentos os resultados obtidos foram similares em

relacdo a boa visualizagdo no Microscopio Eletronico de Transmissao.

2) Osteologicos

Foram utilizados caracteres de Rieppel & Zaher (2000a). Porém, os taxons terminais
em nosso estudo sdo espécies, e Rieppel & Zaher (2000a) utilizaram Scolecophidia,
Anilioidea, Macrostomata, Iguanidae, Gekkonidae, Pygopodidae, Amphisbaenia, e
Teiidae. Assim, os estados de caracteres desses grupos foram utilizados para todos os
seus representantes em nossa matriz de dados. Foram utilizados também os fosseis
Pachyrhachis problematicus e Dinilysia patagonica (Rieppel & Zaher, 2000a).

Para os caracteres 124, 126, e 154, os estados dos caracteres de outros artigos foram
utilizados na tentativa de quebrar os tdxons terminais.

Carater 136: Contato entre o palatino e vomer: (0) curto; (1) extenso. Foram
utilizados os dados de Lee & Scanlon (2002) para Leptotyphlops ssp., Typhlops ssp.,

Liotyphlops ssp., Cylindrophis ruffus, Anilius scytale, e Tropidophis ssp. Carater 138:
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Palatino: (0) tdo longo quanto o vomer; (1) metade do comprimento do vomer; (2) curto
antero-posteriormente (muito menor do que o vomer); (3) longo antero-posteriormente
(muito maior do que o vomer). Foram utilizados os dados de Lee & Scanlon (2002) para
Leptotyphlops ssp., Typhlops ssp., Liotyphlops ssp., Cylindrophis ruffus, Anilius scytale,
Tropidophis ssp., Aspidites melanocephalus, Boa constrictor, € Acrochordus javanicus.
Carater 166: Coronodide: (0) contacta o esplenial; (1) ndo contacta o esplenial. Foram
utilizados os dados de Kluge (1993b) para Tropidophis ssp., Cylindrophis ssp., € Anilius

ssp.; € Kluge (1991) para Boa constrictor e Epicrates cenchria.

3) Moleculares

Foram utilizadas seqiiéncias de nucleotideos de RNA ribossomico 12S e 16S, e
do gene nuclear C-mos obtidos no GenBank, das seguintes espécies e seus respectivos
nimeros do GenBank.

Fragmento 128 ribossomal: Liotyphlops albirostris (AF366693) (Hedges et al., ndo
publicado), Typhlops pusillus (AF366761) (Hedges et al., ndo publicado), Leptotyphlops
columbi (Z46462) (Heise et al., 1995), Anilius scytale (AF544753) (Vidal & Hedges,
2002b), Cylindrophis ruffus (AF544744) (Vidal & Hedges, 2002b), Boa constrictor
(Z46470) (Heiseetal., 1995), Epicrates cenchria (AF368059) (Vences etal.,2001), Python
molurus (AF236682) (Tong et al., ndo publicado), Tropidophis melanurus (AF544757)
(Vidal & Hedges, 2002b), Acrochordus javanicus (Z46472) (Heise et al., 1995), Boiga
cynodon (Z46468) (Heise et al., 1995), Nerodia sipedon (AF402630) (Alfaro & Arnold,
2001), Oxyrhopus rhombifer (AY046573) (Sineriz et al., ndo publicado), Bothrops asper
(AF057218) (Parkingson, 1999), e Micrurus surinamensis (AF544770) (Vidal & Hedges,
2002b). Grupos externos: Sphenodon punctatus (L28076) (Hedges, 1994), Iguana iguana
(AB028742) (Ota et al., ndo publicado), Lialis burtonis (AF090183) (Donnellan et al.,
1999), Tupinambis teguixin (AY359490) (Hower & Hedges, 2003), e Varanus gouldii
(AF004492) (Fuller et al., 1998).

Fragmento 16S ribossomal: Liotyphlops albirostris (AF366762) (Hedges, ndo

publicado), Typhlops pusillus (AF366832) (Hedges, ndao publicado), Leptotyphlops columbi
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(Z46488) (Heise et al., 1995), Anilius scytale (AF544826) (Vidal & Hedges, 2002b),
Cylindrophis ruffus (AF544817) (Vidal & Hedges, 2002b), Boa constrictor (AF215275)
(Vences et al., 2001), Epicrates cenchria (AF215273) (Vences et al., 2001), Python curtus
(AF215277) (Vences et al., 2001), Tropidophis melanurus (AF544830) (Vidal & Hedges,
2002b), Acrochordus javanicus (Z46502) (Heise et al., 1995), Boiga cynodon (AF139568)
(Rawlings et al., ndo publicado), Oxyrhopus melanogenys (AF158489) (Vidal et al., 2000),
Bothrops asper (AF057265) (Parkinson, 1999), e Micrurus surinamensis (AF544799)
(Vidal & Hedges, 2002b), Grupos externos: Sphenodon punctatus (DQ267621) (Miller,
ndo publicado), Iguana iguana (AB028756) (Ota et al., ndo publicado), Lialis burtonis
(AY134527) (Jennings et al., 2003), Tupinambis teguixin (AY359510) (Hower & Hedges,
2003).

Fragmento C-mos nuclear: Liotyphlops albirostris (AF544727) (Vidal & Hedges,
2002b), Ramphotyphlops braminus (AY099980) (Slowinski & Lawson, 2002), Typhlops
Jjamaicensis (AF544733) (Vidal & Hedges, 2002b), Leptotyphlops columbi (AF544718)
(Vidal & Hedges, 2002b), Anilius scytale (AY099965) (Slowinski & Lawson, 2002),
Cylindrophis ruffus (AF471133) (Lawson et al., 2005), Boa constrictor (AF471115)
(Lawson et al., 2005), Epicrates striatus (AY099966) (Slowinski & Lawson, 2002),
Aspidites melanocephalus (DQ465557) (Noonan & Chippindale, 2006), Tropidophis
melanurus (AF544725) (Vidal & Hedges, 2002b), Acrochordus granulatus (AF544706)
(Vidal & Hedges, 2002b), Boiga dendrophila (AF471128) (Lawson et al., 2005), e
Micrurus fulvius (AY058935) (Slowinski & Lawson, ndo publicado). Grupos externos:
Sphenodon punctatus (AF039483) (Saint et al., 1998), Iguana iguana (AF148708)
(Harris et al., 1999), Lialis burtonis (AY134563) (Jennings et al., 2003), Tupinambis
quadrilineatus (AY217889) (Whiting et al., 2003), Varanus salvator (AF435017) (Jing et
al., ndo publicado), e Amphisbaena alba (AY444016) (Kearney & Stuart, 2004).

O alinhamento foi realizado utilizando o programa T-COFFEE (Notredame &

Abergel, 2003).
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1) Andlises Filogenéticas

Os programas PAUP* v.4.0b10 (Sowfford, 2002) e MacClade v.4.06 (Maddison &
Maddison, 2001) foram utilizados para a elaboracdo da matriz de dados e realizacdo das
analises filogenéticas, as quais foram conduzidas através de buscas do tipo heuristica,
pegando os taxons com adic¢ao do tipo “stepwise”.

Foram realizadas analises separadas, onde foram analisados os dados morfoldgicos
(espermatozoide e osteologicos) e moleculares. Foram realizadas também analises
combinadas dos diferentes conjuntos de dados (morfolégicos e moleculares).

Foi utilizado TBR (“tree-bisection-reconnection”) como algoritmo para permuta
dos ramos.

Foi utilizada a otimizagao de estados de caracteres do tipo ACCTRAN, e otimizac¢ao
de Fitch (Fitch, 1971) (caracteres ndo ordenados e reversiveis), e todos os caracteres
tiveram pesos iguais.

Para a realizacao das analises no PAUP* v.4.0b10 (Sowfford, 2002), a relagao dos
grupos externos foi constrangida de acordo com a hipdtese de Lee (2005) da seguinte
forma (Sphenodon, (Iguana, ((Amphisbaena, (Lialis, Heteronotia)), (Tupinambis,
(Varanus, Serpentes))))) no MacClade v.4.06 (Maddison & Maddison, 2001).

Para todas as andlises foi utilizada seqiiéncia aleatoria de adi¢ao com 1.000 réplicas,
pegando 10 arvores a cada réplica.

Para as andlises molecular e combinada os “gaps” foram considerados como
desconhecidos (“missing”).

Quando o carater possuia mais de um estado nas analises morfologica e combinada
foi considerado como polimorfico.

Para avaliar o grau de sustentacdo de cada clado foram utilizados os valores de
“bootstrap”, utilizando o programa PAUP* v.4.0b10 (Sowfford, 2002) através de buscas
heuristicas aleatorias com 1.000 réplicas avaliadas em cada busca. Foram utilizados os
valores de “bootstrap” para avaliar o suporte dos clados (Felsenstein, 1985; Hillis & Bull,
1993). Foi utilizado o algoritmo TBR (“tree-bisection-reconnection’) para permuta dos

ramos. Nesta etapa a relacdo dos grupos externos também foi constrangida de acordo com
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a hipotese de Lee (2005).

3.6 RESULTADOS
3.6.1 ESTUDO COMPARATIVO DA ULTRA-ESTRUTURA DE ESPERMATOZOIDE
EM LEPIDOSAURIA

Foi realizado um estudo comparativo tanto em espécies de serpentes, quanto em
outros representantes de Lepidosauria sumarizados nas tabelas 2 e 3.

Alguns caracteres de Liotyphlops beui (Anomalepididae) (Tavares-Bastos et al.,
2007a), Anilius scytale (Aniliidae), e Tropidophis paucisquamis (Tropidophiidae) nao
foram obtidos devido a qualidade do material proveniente de Cole¢do Herpetologica.

A seguir segue a descri¢do dos 34 caracteres de ultra-estrutura de espermatozoide e

seus estados nas serpentes € grupos externos.

Regido da cabega

1- Complexo acrossomal, protuberancia unilateral da vesicula acrossdmica ao nivel
do cone subacrossomal. (0) ausente: Typhlopidae (Ramphotyphlops waitii, Typhlops
reticulatus; Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Cylindrophiidae (Cylindrophis
ruffus); Boidae (Boa constrictor , Corallus hortulanus, Epicrates cenchria); Pythonidae
(Aspidites melanocephalus); Viperidae (Bothrops jararaca); Boiga irregularis, Nerodia
sipedon, Stegonotus, Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei (Colubridae); Oxyuranus
microlepidotus (Elapidae); Sphenodontidae (Sphenodon punctatus); Iguanidae (Iguana
iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae (Lialis burtonis), Teiidae
(Tupinambis merianae); e Varanidae (Varanus gouldii). (1) presente: Anomalepididae
(Liotyphlops beui); Aniliidae (Anilius scytale); Acrochordidae (Acrochordus javanicus);
Micrurus corallinus (Elapidae); e Amphisbaenidae (Admphisbaena alba). Nao foi
obtida informacao sobre esse carater em Tropidophis paucisquamis (Tropidophiidae) e
Xenopholis scalaris (Colubridae).

2- Complexo acrossomal, espaco unilateral entre a vesicula acrossomica e o cone

subacrossomal (0) ausente: Typhlopidae (Typhlops reticulatus, Ramphotyphlops waitii);,
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Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Cylindophiidae (Cylindrophis ruffus); Boa
constrictor, Epicrates cenchria (Boidae); Pythonidae (Aspidites melanocephalus);
Viperidae (Bothrops jararaca); Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus, Nerodia sipedon,
Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei (Colubridae); Oxyuranus microlepidotus
(Elapidae); Sphenodontidae (Sphenodon punctatus); lguanidae (Iguana iguana);
Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae (Lialis burtonis); Teiidae (Tupinambis
merianae); € Varanidae (Varanus gouldii). (1) presente: Corallus hortulanus (Boidae);
Acrochordidae (Acrochordus javanicus), e Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). Nao
foi possivel obter informacao sobre esse carater em Liotyphlops beui (Anomalepididae),
Aniliidae (A4nilius scytale), Tropidophis paucisquamis (Tropidophiidae), Xenopholis
scalaris (Colubridae), e Micrurus corallinus (Elapidae).

3- Complexo acrossomal, subdivisdo da vesicula acrossdmica em cortex e medula
(0) ausente: Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria);
Sphenodontidae (Sphenodon punctatus); Pygopodidae (Lialis burtonis); e Amphisbaenidae
(Amphisbaena alba). (1) presente: Anomalepididae (Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae
(Leptotyphlops koppesi); Typhlopidae (Ramphotyphlops waitii, Typhlops reticulatus);
Aniliidae (Anilius scytale); Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus); Pythonidae (Aspidites
melanocephalus); Acrochordidae (Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops
Jjararaca); Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus
mikanii, Oxyrhopus guibei (Colubridae); Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus
corallinus); Iguanidae (lguana iguana); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae
(Varanus gouldii); e Gekkonidae (Heteronotia binoei). Nao foi obtida informagao sobre
esse carater em Tropidophis paucisquamis (Tropidophiidae) e Xenopholis scalaris
(Colubridae).

4- Complexo acrossomal, forma na regido mais anterior. (0) circular:
Anomalepididae (Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi);
Ramphotyphlops waitii (Typhlopidae); Aniliiddae (Anilius scytale); Cylindrophiidae
(Cylindrophis  ruffus); Pythonidae (A4spidites melanocephalus); Acrochordidae

(Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Boiga irregularis, Stegonotus
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cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii e Oxyrhopus guibei (Colubridae);
Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus corallinus); Sphenodontidae (Sphenodon
punctatus); Gekkonidae (Heteronotia binoei), e Pygopodidae (Lialis burtonis). (1)
achatada: Typhlops reticulatus (Typhlopidae); Boidae (Boa constrictor, Corallus
hortulanus, Epicrates cenchria), Iguanidae (Iguana iguana), Teiidae (Tupinambis
merianae); Varanidae (Varanus gouldii); e Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). Nao
foi possivel obter informagao sobre o estado desse carater em Tropidophis paucisquamis
(Tropidophiidae) e Xenopholis scalaris (Colubridae).

5- Complexo acrossomal, cone subacrossomal. (0) paracristalino: Anomalepididae
(Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Typhlopidae (Typhlops
reticulatus), (Ramphotyphlops waitii); Aniliidae (Anilius scytale); Cylindrophiidae
(Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria);
Pythonidae (A4spidites melanocephalus);, Tropidophiidae (Tropidophis paucisquamis);
Acrochordidae (Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Colubridae
(Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus), (Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei,
Xenopholis scalaris); Elapidae (Oxyuranus microlepidotus), (Micrurus corallinus);
Iguanidae (Iguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae (Lialis
burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus gouldii); e Amphisbaenidae
(Amphisbaena alba). (1) nao paracristalino: Sphenodontidae (Sphenodon punctatus).
Em Nerodia sipedon, Jamieson & Koehler (1994) citaram que o cone subacrossomal nao
seria paracristalino, porém esse estado requer confirmag¢do, por esse motivo esse estado
foi considerado como desconhecido. Jamieson (1995a) e Oliver et al. (1996) citaram que o
cone subacrossomal teria estrutura paracristalina apenas em Boiga irregularis (Colubridae),
Stegonotus cucullatus (Colubridae), e Oxyuranus microlepidotus (Elapidae), mas esse
estado foi considerado valido também para Aspidites melanocephalus (Pythonidae).

6- Complexo acrossomal, espaco entre vesicula acrossdmica e perforatorio.
(0) ausente: Anomalepididae (Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops
koppesi); Typhlops reticulatus (Typhlopidae); Aniliidae (4nilius scytale); Cylindrophiidae

(Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria);
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Pythonidae (A4spidites melanocephalus);, Tropidophiidae (Tropidophis paucisquamis);
Acrochordidae (Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Boigairregularis,
Stegonotus cucullatus, Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei, Xenopholis scalaris
(Colubridae); Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus corallinus); Sphenodontidae
(Sphenodon punctatus); Iguanidae (Iguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei);,
Pygopodidae (Lialis burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus
gouldii); e Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). (1) presente: Ramphotyphlops waitii
(Typhlopidae). Nao foi possivel obter informagdo sobre esse carater em Xenopholis
scalaris (Colubridae).

7- Complexo acrossomal, zona epinuclear licida. (0) ausente: Sphenodontidae
(Sphenodon punctatus); e Gekkonidae (Heteronotia binoei). (1) presente: Anomalepididae
(Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Typhlops reticulatus
(Typhlopidae); Aniliidae (A4nilius scytale); Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus);
Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria); Acrochordidae
(Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Boiga irregularis, Stegonotus
cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei (Colubridae);
Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus corallinus); Iguanidae (Iguana iguana);
Pygopodidae (Lialis burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus
gouldii); e Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). Nao foi obtida informagdo sobre
esse carater em Ramphotyphlops waitii (Typhlopidae); Tropidophis paucisquamis
(Tropidophiidae); e Xenopholis scalaris (Colubridae). Para Jamieson (1995a) e Oliver et al.
(1996) a zona epinuclear licida estd ausente em Aspidites melanocephalus (Pythonidae),
porém esse estado foi considerado como desconhecido.

8- Complexo acrossomal, nimero de perforatério. (0) dois: Sphenodontidae
(Sphenodon punctatus). (1) um: Anomalepididae (Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae
(Leptotyphlops  koppesi); Typhlopidae (Typhlops reticulatus, Ramphotyphlops
waitii); Aniliiddae (Anilius scytale); Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus); Boidae
(Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria), Pythonidae (Aspidites

melanocephalus); Acrochordidae (Acrochordus javanicus), Viperidae (Bothrops
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Jjararaca); Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus
mikanii, Oxyrhopus guibei (Colubridae); Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus
corallinus); Iguanidae (Iguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae
(Lialis burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus gouldii); e
Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). Nao foi obtida informacdo desse cardter em
Tropidophis paucisquamis (Tropidophiidae) e Xenopholis scalaris (Colubridae).

9- Complexo acrossomal, ponta do perforatorio. (0) afilada: Typhlops reticulatus
(Typhlopidae); Pythonidae (4spidites melanocephalus); Nerodia sipedon (Colubridae);
Iguanidae (Iguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Teiidae (Tupinambis
merianae); € Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). (1) arredondada: Ramphotyphlops
waitii (Typhlopidae); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Aniliidae (Anilius
scytale); Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus
hortulanus, Epicrates cenchria), Acrochordidae (Acrochordus javanicus); Viperidae
(Bothrops jararaca); (Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus, Sibynomorphus mikanir)
(Colubridae); Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus corallinus); e Varanidae
(Varanus gouldii). (2) quadrada: Pygopodidae (Lialis burtonis). Nao foi possivel obter
informagdo sobre esse carater em Sphenodon punctatus (Sphenodontidae); Liotyphlops
beui (Anomalepididae); Tropidophis paucisquamis (Tropidophiidae); Oxyrhopus guibei
e Xenopholis scalaris (Colubridae). Para Jamieson (1995a) e Oliver et al. (1996) a ponta
do perforatério ¢ afilada em Aspidites melanocephalus, Boiga irregularis, Stegonotus
cucullatus, e Oxyuranus microlepidotus. Porém, esse estado foi considerado valido apenas
para Aspidites melanocephalus, tendo as outras espécies o estado arredondada.

10- Complexo acrossomal, placa basal do perforatorio. (0) ausente: Ramphotyphlops
waitii  (Typhlopidae); Corallus  hortulanus (Boidae); Pythonidae (Aspidites
melanocephalus); Acrochordidae (Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops jararaca);
Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus (Colubridae); Oxyuranus microlepidotus
(Elapidae); e Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). (1) presente: Typhlops reticulatus
(Typhlopidae); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Cylindrophiidae (Cylindrophis

ruffus); Boa constrictor, Epicrates cenchria (Boidae); Nerodia sipedon, Sibynomorphus
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mikanii (Colubridae); Iguanidae (Iguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei);
Pygopodidae (Lialis burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); e Varanidae (Varanus
gouldii). (2) nao aplicavel: Sphenodon punctatus (Sphenodontidae), porque nesse taxon
ocorre a presenca de canais endonucleares. Nao adquirimos informagao sobre esse carater
em Anomalepididae (Liotyphlops beui); Aniliiddae (Anilius scytale),; Tropidophiidae
(Tropidophis paucisquamis), Oxyrhopus guibei, Xenopholis scalaris (Colubridae); e
Micrurus corallinus (Elapidae). Jamieson (1995a) e Oliver et al. (1996) sugeriram uma
densificagdo na base do cone subacrossomal no espermatozoide de Boiga irregularis e
Oxyuranus microlepidotus, porém, através de observagdes pessoais no decorrer da revisao
comparativa, a placa basal do perforatorio foi considerada ausente nessas duas espécies.

11- Complexo acrossomal, forma da placa basal do perforatério. (0) arredondada:
Iguanidae (Iguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Teiidae (Tupinambis
merianae); ¢ Varanidae (Varanus gouldii). (1) semelhante a um quadrado: Typhlops
reticulatus (Typhlopidae); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Cylindrophiidae
(Cylindrophis ruffus); Boa constrictor, Epicrates cenchria (Boidae); Nerodia sipedon,
Sibynomorphus mikanii (Colubridae). (2) nao aplicavel: para os taxons que nado
possuem a placa basal do perforatério como Ramphotyphlops waitii (Typhlopidae);
Corallus hortulanus (Boidae); Aspidites melanocephalus (Pythonidae); Acrochordus
Jjavanicus (Acrochordidae); Bothrops jararaca (Viperidae); Boiga irregularis, Nerodia
sipedon (Colubridae); Oxyuranus microlepidotus (Elapidae); Sphenodon punctatus
(Sphenodontidae); e Amphisbaena alba (Amphisbaenidae); e ainda Micrurus corallinus
(Elapidae) pois ndo foi obtida informacgao sobre a presenga ou auséncia da placa basal.
Nao foi obtida informacdo desse carater em Lialis burtonis (Pygopodidae); Liotyphlops
beui (Anomalepididae); Anilius scytale (Aniliidae); Tropidophis paucisquamis
(Tropidophiidae); Oxyrhopus guibei, Xenopholis scalaris (Colubridae). Jamieson
(1995a) e Oliver et al. (1996), e Tavares-Bastos et al. (2002), respectivamente, utilizaram
para a forma da placa basal a denominacao ovoidal em Varanus gouldii, e cilindrica
em Tupinambis merianae. A terminologia arredondada foi utilizada nesse estudo como

equivalente a ovoidal e cilindrica pois apresentam o mesmo aspecto quando observados
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no Microscopio Eletronico de Transmissao.

12- Canal endonuclear. (0) ausente: Anomalepididae (Liotyphlops beui);
Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Typhlopidae (Typhlops reticulatus,
Ramphotyphlops waitii); Aniliidae (Anilius scytale); Cylindrophiidae (Cylindrophis
ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria); Pythonidae
(Aspidites melanocephalus); Tropidophiidae (Tropidophis paucisquamis); Acrochordidae
(Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Colubridae (Boiga irregularis,
Stegonotus cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei,
Xenopholis scalaris); Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus corallinus);
Iguanidae (lguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae (Lialis
burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus gouldii); e Amphisbaenidae
(Amphisbaena alba). (1) presente: Sphenodontidae (Sphenodon punctatus).

13- Nucleo, lacuna. (0) ausente: Boidae (Boa constrictor, Epicrates cenchria,
Corallus  hortulanus); Pythonidae (Aspidites melanocephalus),; Acrochordidae
(Acrochordus javanicus); (Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus, Nerodia sipedon
(Colubridae); Oxyuranus microlepidotus (Elapidae); Iguanidae (I/guana iguana);
Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae (Lialis burtonis); e Varanidae (Varanus
gouldii). (1) presente: Anomalepididae (Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae
(Leptotyphlops koppesi); Typhlops reticulatus (Typhlopidae); Aniliidae (4nilius scytale);
Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus); Tropidophiidae (7ropidophis paucisquamis);
Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei, Xenopholis scalaris (Colubridae); Viperidae
(Bothrops jararaca); Micrurus corallinus (Elapidae); Teiidae (Tupinambis merianae);
e Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). (2) nao aplicavel: em Sphenodon punctatus
(Sphenodontidae), pois nesse tdxon ocorre a presenca de canais endonucleares. Nao

adquirimos informacao sobre esse carater em Ramphotyphlops waitii (Typhlopidae).

Peca intermediaria

14- Regido do pescoco, estrutura laminar estratificada. (0) ausente: Oxyuranus

microlepidotus (Elapidae) e Sphenodontidae (Sphenodon punctatus). (1) presente:
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Anomalepididae (Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi);
Typhlopidae (Typhlops reticulatus, Ramphotyphlops waitii); Aniliidae (Anilius scytale);
Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus,
Epicrates cenchria); Pythonidae (4Aspidites melanocephalus); Tropidophiidae (Tropidophis
paucisquamis); Acrochordidae (Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops jararaca);
Colubridae (Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus
mikanii, Oxyrhopus guibei, Xenopholis scalaris); Micrurus corallinus (Elapidae);
Iguanidae (Iguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae (Lialis
burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus gouldii); e Amphisbaenidae
(Amphisbaena alba).

15- Regido do pescogo, projecao da estrutura laminar estratificada. (0) unilateral:
Xenopholis scalaris (Colubridae). (1) bilateral: Anomalepididae (Liotyphlops beui);
Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Typhlops reticulatus (Typhlopidae); Aniliidae
(Anilius scytale); Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus
hortulanus, Epicrates cenchria); Pythonidae (Aspidites melanocephalus); Tropidophiidae
(Tropidophis paucisquamis); Nerodia sipedon, Boiga irregularis, Sibynomorphus mikanii,
Oxyrhopus guibei (Colubridae); Acrochordidae (Acrochordus javanicus); Viperidae
(Bothrops jararaca); Micrurus corallinus (Elapidae); Iguanidae (lguana iguana);
Gekkonidae (Heteronotia binoei); Varanidae (Varanus gouldii); Teiidae (Tupinambis
merianae); ¢ Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). (2) nao aplicavel: Oxyuranus
microlepidotus (Elapidae) e Sphenodontidae (Sphenodon punctatus) pois nesses tdxons
ndo ha ocorréncia da estrutura laminar estratificada. Nao foi possivel obter informacao
sobre o estado desse cardter em Lialis burtonis (Pygopodidae); Ramphotyphlops waitii
(Typhlopidae); Stegonotus cucullatus (Colubridae). Para Jamieson & Koehler (1994)
o espermatozdide de Nerodia sipedon tem o estado desse carater como questionavel,
porém como mencionado anteriormente, foi considerado bilateral. Teixeira et al. (1999a)
citaram que o espermatozéide de Amphisbaena alba (Amphisbaenidae) apresenta
estrutura laminar estratificada unilateral, através de observacdes pessoais no decorrer da

revisdo comparativa, foi considerado como bilateral. Jamieson (1995a) e Jamieson et al.
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(1996) citaram a auséncia de estrutura laminar estratificada em Heteronotia binoei, porém
foi considerado presente e bilateral. Em relagdo a estrutura laminar estratificada, para
Jamieson (1995a) e Oliver et al. (1996) o espermatozéide de Boiga irregularis apresenta
o estado unilateral, porém através de observacdes pessoais no decorrer da revisdo
bibliografica, foi considerado como bilateral. Em Aspidites melanocephalus (Pythonidae)
os autores citaram que possivelmente apresentaria o estado bilateral, estado esse que foi
confirmado através de observagdes pessoais no decorrer da revisao bibliografica. Ademais,
ndo foram mencionadas as outras serpentes estudadas por eles, que foram considerados
como desconhecido em Stegonotus cucullatus (Colubridae), e ausente em Oxyuranus
microlepidotus (Elapidae).

16- Regido do pescogo, estrutura eletron-densa no centriolo proximal. (0) ausente:
Anomalepididae (Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Boiga
irregularis, Nerodia sipedon, Oxyrhopus guibei (Colubridae); Viperidae (Bothrops
jararaca); Oxyuranus microlepidotus (Elapidae); e Teiidae (Tupinambis merianae).
(1) presente: Typhlops reticulatus (Typhlopidae); Aniliidae (A4nilius scytale);
Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus); Tropidophiidae (7ropidophis paucisquamis);
Acrochordidae (Acrochordus javanicus); Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus,
Epicrates cenchria), Pythonidae (Aspidites melanocephalus); Stegonotus cucullatus,
Sibynomorphus mikanii, Xenopholis scalaris (Colubridae); Iguanidae (Iguana iguana);
Gekkonidae (Heteronotia binoei); Varanidae (Varanus gouldii); e Amphisbaenidae
(Amphisbaena alba). Nao foi obtida informacgao desse carater em Ramphotyphlops waitii
(Typhlopidae), Micrurus corallinus (Elapidae); Sphenodon punctatus (Sphenodontidae);
e Lialis burtonis (Pygopodidae). Para Jamieson (1995a) e Oliver et al. (1996) ocorre
a presenca de estrutura elétron-densa no centriolo proximal em Stegonotus cucullatus,
Boiga irregularis, Oxyuranus microlepidotus, e Aspidites melanocephalus. Porém, através
de observagdes pessoais no decorrer da revisdo comparativa, foi considerada a auséncia
desse carater em Oxyuranus microlepidotus e Boiga irregularis.

17- Regido do pescogo, colar denso. (0) ausente: Sphenodontidae (Sphenodon

punctatus); Iguanidae (Iguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae
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(Lialis burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus gouldii); e
Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). (1) presente: Anomalepididae (Liotyphlops
beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Typhlopidae (Typhlops reticulatus,
Ramphotyphlops waitii); Aniliidae (Anilius scytale); Cylindrophiidae (Cylindrophis
ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria); Pythonidae
(Aspidites melanocephalus); Tropidophiidae (Tropidophis paucisquamis); Acrochordidae
(Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Colubridae (Boiga irregularis,
Stegonotus cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei,
Xenopholis scalaris); e Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus corallinus).

18- Peca intermedidria, fibras 3 e 8 na regido mediana da pega intermediaria. (0)
muito espessas; (1) espessas. Essas fibras apresentaram-se espessas em todas as espécies
abordadas nessa tese.

19- Peca intermedidria, principal componente axial. (0) centriolar:
Sphenodontidae (Sphenodon punctatus). (1) axonemal: Anomalepididae (Liotyphlops
beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Typhlopidae (Typhlops reticulatus,
Ramphotyphlops waitii); Aniliidae (Anilius scytale); Cylindrophiidae (Cylindrophis
ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria); Pythonidae
(Aspidites melanocephalus); Tropidophiidae (Tropidophis paucisquamis); Acrochordidae
(Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Colubridae (Boiga irregularis,
Stegonotus cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei,
Xenopholis scalaris); Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus corallinus);
Iguanidae (Iguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae (Lialis
burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus gouldii); e Amphisbaenidae
(Amphisbaena alba).

20- Peca intermediaria, cristas mitocondriais. (0) concéntrica: Sphenodontidae
(Sphenodon punctatus). (1) linear: Typhlopidae (Typhlops reticulatus, Ramphotyphlops
waitii); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Aniliiddae (A4nilius scytale);
Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus,

Epicrates cenchria); Pythonidae (Aspidites melanocephalus); Acrochordidae (Acrochordus
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Jjavanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Colubridae (Boiga irregularis, Stegonotus
cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei, Xenopholis
scalaris); Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus corallinus); Iguanidae (Iguana
iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae (Lialis burtonis), Teiidae
(Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus gouldii); e Amphisbaenidae (Amphisbaena
alba). Nao foi possivel obter informacdo sobre o estado desse cardter em Liotyphlops
beui (Anomalepididae) e em Tropidophis paucisquamis (Tropidophiidae). Harding et al.
(1995) na descri¢do do espermatozdide de Ramphotyphlops waitii (Typhlopidae) citou
que as cristas mitocondriais seriam circulares, porém foi considerado como linear. Healy
& Jamieson (1994) utilizaram o termo esféricas para a forma das cristas mitocondriais em
Sphenodon punctatus (Sphenodontidae), porém foi utilizada concéntrica, que significa o
mesmo estado com outra denominagdo. Jamieson (1995a) e Oliver et al. (1996) citaram
a presenca de cristas mitocondriais longitudinais em Varanus gouldii (Varanidae), porém
foram consideradas como lineares.

21- Pega intermediaria, forma da mitocondria em corte obliquo. (0) colunar:
Iguanidae (Iguana iguana), Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus
gouldii); e Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). (1) tiibuloes sinuosos: Anomalepididae
(Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Typhlopidae (Typhlops
reticulatus, Ramphotyphlops waitii); Aniliidae (A4nilius scytale); Cylindrophiidae
(Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria);
Pythonidae (Aspidites melanocephalus); Acrochordidae (Acrochordus javanicus);
Viperidae (Bothrops jararaca), Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus, Nerodia
sipedon, Sibynomorphus mikanii (Colubridae); e Oxyuranus microlepidotus (Elapidae).
(2) arredondada: Xenopholis scalaris (Colubridae) e Sphenodontidae (Sphenodon
punctatus). (3) tibulos retos nao colunares: Oxyrhopus guibei (Colubridae) e Micrurus
corallinus (Elapidae). Nao adquirimos informacdo sobre esse carater em Heteronotia
binoei (Gekkonidae); Lialis burtonis (Pygopodidae); e Tropidophis paucisquamis
(Tropidophiidae). Em Nerodia sipedon, Jamieson & Koehler (1994) consideraram que as

mitocondrias, em corte obliquo, estariam dispostas em zig-zag ou tubulos retos, porém
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através de observagdes pessoais no decorrer da revisao bibliogréfica, foram consideradas
com arranjo em tibulos sinuosos. Vieira et al. (2004) em sua descri¢cdo do espermatozdide
de Iguanaiguana (Iguanidae) citaram que as mitocondrias, em corte obliquo, apresentariam
arranjo levemente curvo, porém através de observagdes pessoais no decorrer da revisao
comparativa, esse arranjo foi considerado como colunar. Jamieson (1995a) e Oliver et al.
(1996) citaram a presenca de mitocondrias em tubulos sinuosos, em corte obliquo, apenas
em Stegonotus cucullatus (Colubridae) e Aspidites melanocephalus (Pythonidae). Esse
estado foi considerado valido também para Oxyuranus microlepidotus (Elapidae) e Boiga
irregularis (Colubridae).

22- Peca intermediaria, forma da mitocondria em corte longitudinal. arredondada:
Anomalepididae (Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi);
Typhlopidae (Typhlops reticulatus, Ramphotyphlops waitii); Aniliiddae (Anilius
scytale); Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus
hortulanus, Epicrates cenchria); Pythonidae (4spidites melanocephalus); Acrochordidae
(Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Boiga irregularis, Stegonotus
cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei (Colubridae);
Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus corallinus); Sphenodontidae (Sphenodon
punctatus);ePygopodidae (Lialis burtonis).(1) colunar: Gekkonidae (Heteronotia binoei);
Iguanidae (Iguana iguana); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus gouldii);,
e Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). (2) irregular: Xenopholis scalaris (Colubridae).
Nao adquirimos informacao sobre esse carater em Heteronotia binoei (Gekkonidae);
Lialis burtonis (Pygopodidae); e Tropidophis paucisquamis (Tropidophiidae). Vieira et
al. (2004) consideraram que o espermatozoéide de Iguana iguana (Iguanidae) apresentaria
mitocondrias arredondadas, em corte longitudinal, porém através de observagdes pessoais
no decorrer da revisdo comparativa, foi considerado como colunar.

23-Pegaintermediaria, forma da mitocondria em corte transversal. (0) arredondada:
Typhlopidae (Ramphotyphlops waitii, Typhlops reticulatus); Anomalepididae (Liotyphlops
beui); Aniliidae (A4nilius scytale); Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus); Corallus

hortulanus, Epicrates cenchria (Boidae); Pythonidae (Aspidites melanocephalus);
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Tropidophiidae (Tropidophis paucisquamis); Acrochordidae (Acrochordus javanicus);
Viperidae (Bothrops jararaca); Boiga irregularis, Nerodia sipedon, Stegonotus cucullatus,
Oxyrhopus guibei, Sibynomorphus mikanii (Colubridae); e Elapidae (Oxyuranus
microlepidotus, Micrurus corallinus); Sphenodontidae (Sphenodon punctatus);
Pygopodidae (Lialis burtonis); e Gekkonidae (Heteronotia binoei). (1) irregular: Teiidae
(Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus gouldii); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops
koppesi); Boa constrictor (Boidae); e (Xenopholis scalaris) (Colubridae). (2) trapezoide:
Iguanidae (/guana iguana); e Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). Para Jamieson
(1995a) e Jamieson et al. (1996) as mitocondrias em corte transversal, sdo ovoides em
Heteronotia binoei (Gekkonidae), entretanto, o termo arredondada foi utilizado que tem
o mesmo significado ultra-estrutural. Jamieson (1995a) e Oliver et al. (1996) citaram que
no espermatozoéide de Varanus gouldii ocorrem mitocondrias ovais, em corte transversal,
porém através de observagdes pessoais no decorrer da revisdo comparativa, foram
consideradas irregulares, com diversas formas.

24- Peca intermedidria, aspecto dos corpos densos. (0) sélido: Varanidae
(Varanus gouldii). (1) granular: Anomalepididae (Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae
(Leptotyphlops koppesi); Typhlopidae (Typhlops reticulatus, Ramphotyphlops waitii);,
Aniliidae (4nilius scytale); Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor,
Corallus hortulanus, Epicrates cenchria); Pythonidae (A4spidites melanocephalus);
Tropidophiidae (7ropidophis paucisquamis); Acrochordidae (Acrochordus javanicus);
Viperidae (Bothrops jararaca), Colubridae (Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus,
Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei, Xenopholis scalaris);
Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus corallinus); Sphenodontidae (Sphenodon
punctatus); Iguanidae (Iguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae
(Lialis burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); e Amphisbaenidae (Amphisbaena alba).
Vieira et al. (2004) em sua descri¢do do espermatozdide de Iguana iguana (Iguanidae)
citaram que os corpos densos apresentavam aspecto granular e sélido, entretanto, através
de observacdes pessoais no decorrer da revisdo comparativa, foi considerado apenas

solido.
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25- Peca intermedidria, localizagdo dos corpos densos. (0) intramitocondrial:
Sphenodontidae (Sphenodon punctatus). (1) intermitocondrial: Anomalepididae
(Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Typhlopidae (Typhlops
reticulatus, Ramphotyphlops waitii); Aniliidae (A4nilius scytale); Cylindrophiidae
(Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria);
Pythonidae (A4spidites melanocephalus);, Tropidophiidae (Tropidophis paucisquamis);
Acrochordidae (Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Colubridae
(Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii,
Oxyrhopus guibei, Xenopholis scalaris); Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus
corallinus); Iguanidae (Iguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae
(Lialis burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus gouldii); e
Amphisbaenidae (Amphisbaena alba).

26- Peca intermediaria, corpos densos em corte transversal. (0) corpos densos
localizados parcialmente entre mitocondrias e bainha fibrosa: Gekkonidae (Heteronotia
binoei). (1) corpos densos e mitocondrias justapostos a bainha fibrosa: Anomalepididae
(Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Typhlopidae (Typhlops
reticulatus, Ramphotyphlops waitii); Aniliiddae (A4nilius scytale); Cylindrophiidae
(Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria);
Pythonidae (A4spidites melanocephalus);, Tropidophiidae (Tropidophis paucisquamis);
Acrochordidae (Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Colubridae
(Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii,
Oxyrhopus guibei, Xenopholis scalaris); Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus
corallinus); Sphenodontidae (Sphenodon punctatus); lIguanidae (Iguana iguana);
Pygopodidae (Lialis burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae), Varanidae (Varanus
gouldii); e Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). Nao foi obtida informagdes sobre o
estado desse carater em Ramphotyphlops waitii (Typhlopidae). Harding et al. (1995)
em sua descricdo do espermatozédide de Ramphotyphlops waitii (Typhlopidae) ndo
mencionaram o aspecto (carater 24), a localizacdo (carater 25), nem a disposi¢cdo dos

corpos densos entre as mitocondrias e a bainha fibrosa na peca intermediaria (carater 26),

59



por isso, os estados desses caracteres foram considerados como desconhecidos.

27-Pegaintermedidria, bainha fibrosa. (0) ndo na peca intermediaria: Sphenodontidae
(Sphenodon punctatus). (1) na peca intermedidria: Anomalepididae (Liotyphlops
beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Typhlopidae (Typhlops reticulatus,
Ramphotyphlops waitii); Aniliidae (Anilius scytale); Cylindrophiidae (Cylindrophis
ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria); Pythonidae
(Aspidites melanocephalus); Tropidophiidae (Tropidophis paucisquamis); Acrochordidae
(Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Colubridae (Boiga irregularis,
Stegonotus cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei,
Xenopholis scalaris); Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus corallinus);
Iguanidae (lguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae (Lialis
burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus gouldii); e Amphisbaenidae
(Amphisbaena alba).

28- Regido do pescoco, centriolo distal. (0) circundado apenas por colar
denso: Anomalepididaec (Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops
koppesi); Typhlopidae (Typhlops reticulatus, Ramphotyphlops waitii); Cylindrophiidae
(Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria);
Tropidophiidae (Tropidophis paucisquamis); Viperidae (Bothrops jararaca); Colubridae
(Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii,
Oxyrhopus guibei, Xenopholis scalaris); Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus
corallinus). (1) circundado por colar denso e mitocondrias: Aniliidae (Anilius scytale);
Pythonidae (Aspidites melanocephalus); e Acrochordidae (Acrochordus javanicus).
(2) circundado por mitocondrias e/ou corpos densos: Sphenodontidae (Sphenodon
punctatus); Iguanidae (Iguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae
(Lialis burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus gouldii); e
Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). Pelo fato de o colar denso e os corpos densos
terem origem comum (Austin, 1965; Hamilton & Fawcett, 1968; Oliver et al., 1996) nao
se pode afirmar se o observado se trata de colar denso ou de corpo denso.

29- Peca intermedidria, inicio da bainha fibrosa. (0) nivel da quarta mitocondria:
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Teiidae (Tupinambis merianae). (1) nivel da segunda mitocéndria: Cylindrophiidae
(Cylindrophis ruffus); Viperidae (Bothrops jararaca); lguanidae (Iguana iguana);
Gekkonidae (Heteronotia binoei); Varanidae (Varanus gouldii); e Amphisbaenidae
(Amphisbaena alba). (2) nivel da primeira mitocondria: Boidae (Boa constrictor,
Corallus hortulanus, Epicrates cenchria); Nerodia sipedon, Stegonotus cucullatus,
Sibynomorphus mikanii (Colubridae); Elapidae (Oxyuranus microlepidotus, Micrurus
corallinus); e Pygopodidae (Lialis burtonis). (3) antes da primeira mitocondria:
Anomalepididae (Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi);
Typhlopidae (Ramphotyphlops waitii, Typhlops reticulatus); Tropidophiidae (Tropidophis
paucisquamis); Boiga irregularis, Oxyrhopus guibei, Xenopholis scalaris (Colubridae).
(4) nivel do anulos: em Sphenodontidae (Sphenodon punctatus). (5) nao aplicavel:
Aniliidae (A4nilius scytale); Pythonidae (Aspidites melanocephalus); e Acrochordidae
(Acrochordus javanicus), pelo fato de o centriolo distal ser circundado por colar denso e
mitocondrias nesses taxons.

30- Peca intermediaria, anulos. (0) ausente; (1) presente: em todas as espécies
abordadas nessa tese. Nas serpentes ¢ bem reduzido.

31- Peca intermedidria, forma do anulos. (0) triangular: Anomalepididae
(Liotyphlops beui); Typhlops reticulatus (Typhlopidae); Cylindrophiidae (Cylindrophis
ruffus); Boa constrictor, Epicrates cenchria (Boidae); Iguanidae (Ilguana iguana);
Teiidae (Tupinambis merianae),; ¢ Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). (1) linear:
Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Pythonidae (Aspidites melanocephalus);
Tropidophiidae (7ropidophis paucisquamis); Boiga irregularis, Nerodia sipedon,
Oxyrhopus guibei, Sibynomorphus mikanii, Xenopholis scalaris (Colubridae); Viperidae
(Bothrops jararaca);, Pygopodidae (Lialis burtonis), e Varanidae (Varanus gouldii).
(2) arredondado: Acrochordidae (Acrochordus javanicus); Stegonotus cucullatus
(Colubridae); e Gekkonidae (Heteronotia binoei). (3) trapezodide: Sphenodontidae
(Sphenodon punctatus). Em Corallus hortulanus (Boidae) esse carater apresenta-
se tanto triangular quanto linear. Nao adquirimos informagdo sobre esse carater em

Ramphotyphlops waitii (Typhlopidae); Anilius scytale (Aniliidae); e Elapidae (Micrurus
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corallinus, Oxyuranus microlepidotus).

Regido da cauda

32- Peca principal, fibras 3 e 8 no inicio da peca principal. (0) ausente: Pythonidae
(Aspidites melanocephalus); Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus (Colubridae);
Oxyuranus microlepidotus (Elapidae); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae
(Lialis burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); e Varanidae (Varanus gouldii). (1)
presente: Anomalepididae (Liotyphlops beui); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi);
Typhlopidae (Ramphotyphlops waitii, Typhlops reticulatus); Aniliidae (Anilius scytale);
Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor, Epicrates cenchria,
Corallus hortulanus), Tropidophiidae (Tropidophis paucisquamis); Acrochordidae
(Acrochordus javanicus); Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei,
Xenopholis scalaris (Colubridae); Viperidae (Bothrops jararaca); Micrurus corallinus
(Elapidae); Sphenodontidae (Sphenodon punctatus); Iguanidae (Iguana iguana); e
Amphisbaenidae (Amphisbaena alba).

Dois caracteres, membranas multilaminares e microtibulos extracelulares envolvem
todas as regides do espermatozoide nas serpentes.

33- Membranas multilaminares. (0) ausente: Sphenodontidae (Sphenodon
punctatus); lguanidae (Iguana iguana); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae
(Varanus gouldii); e Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). (1) presente: Typhlopidae
(Typhlops reticulatus, Ramphotyphlops waitii); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops
koppesi); Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus
hortulanus, Epicrates cenchria); Pythonidae (4spidites melanocephalus); Acrochordidae
(Acrochordus javanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Boiga irregularis, Stegonotus
cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii, Xenopholis scalaris (Colubridae);
Oxyuranus microlepidotus (Elapidae); Gekkonidae (Heteronotia binoei); e Pygopodidae
(Lialis burtonis). Nao foi obtida informagdo sobre esse carater em Tropidophis
paucisquamis (Tropidophiidae); Liotyphlops beui (Anomalepididae); Anilius scytale

(Aniliidae); Oxyrhopus guibei (Colubridae); e Micrurus corallinus (Elapidae).
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34- Microtibulos extracelulares. (0) ausente: Sphenodontidae (Sphenodon
punctatus); Iguanidae (Iguana iguana); Gekkonidae (Heteronotia binoei); Pygopodidae
(Lialis burtonis); Teiidae (Tupinambis merianae); Varanidae (Varanus gouldii); e
Amphisbaenidae (Amphisbaena alba). (1) presente: Typhlopidae (Typhlops reticulatus,
Ramphotyphlops waitii); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Cylindrophiidae
(Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates
cenchria); Pythonidae (Aspidites melanocephalus),; Acrochordidae (Acrochordus
Jjavanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Colubridae (Boiga irregularis, Stegonotus
cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei, Xenopholis
scalaris); Oxyuranus microlepidotus (Elapidae); Gekkonidae (Heteronotia binoei); e
Pygopodidae (Lialis burtonis). Nao foi possivel obter informagdo sobre o estado desse
carater em Liotyphlops beui (Anomalepididae); Anilius scytale (Aniliidae); Tropidophis
paucisquamis (Tropidophiidae), e Micrurus corallinus (Elapidae). Jamieson (1995a) e
Jamieson et al. (1996) citaram a presenga de microtiibulos extracelulares circundando
o espermatozdide de Aspidites melanocephalus (Pythonidae) e Boiga irregularis
(Colubridae), porém através de observagdes pessoais no decorrer da revisdo comparativa,
esse estado foi considerado vélido também para Stegonotus cucullatus (Colubridae) e

Oxyuranus microlepidotus (Elapidae).
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Tabela 2. Lista de caracteres de ultra-estrutura de espermatozoéide e seus estados.

Carater

1- Complexo acrossomal, protuberancia unilateral da vesicula

%crgssén}ica ao nivel do cone subacr ssonial .
- Complexo acrossomal, espaco unilateral entre a vesicula

acrossomica e o cone subacrossomal

3- Complexo acrossomal, subdivisdo da vesicula acrossomica
4- Complexo acrossomal, forma na regido mais anterior

5- Complexo acrossomal, cone subacrossomal

6- Complexo acrossomal, espago entre vesicula acrossomica e
perforatdrio

7- Complexo acrossomal, zona epinuclear lucida

8- Complexo acrossomal, nimero de perforatdrio

9- Complexo acrossomal, ponta do perforatério

10- Complexo acrossomal, placa basal do perforatorio
11- Complexo acrossomal, forma da placa basal do perforatorio

12- Canal endonuclear

13- Nucleo, lacuna

14- Regido do pescogo, estrutura laminar estratificada

15- Regido do pescoco, projecao da estrutura laminar estratificada
16- Regido do pescogo, estrutura eletron-densa no centriolo
proximal

17- Regido do pescogo, colar denso

18- Peca intermediaria, fibras 3 e 8 na regido mediana da peca
intermediaria

19- Peca intermediaria, principal componente axial

20- Pega intermediaria, cristas mitocondriais

Estados
(0) ausente; (1) presente.

(0) ausente; (1) presente.
(0) ausente; (1) presente.
(0) circular; (1) achatada.
(0) paracristalino; (1) ndo paracristalino.

(0) ausente; (1) presente.

(0) ausente; (1) presente.

(0) dois; (1) um.

(0) afilada; (1) arredondada; (2) quadrada.

(0) ausente; (1) presente; (2) ndo aplicavel.

(0) arredondada; (1) semelhante a um quadrado; (2) ndo
aplicavel.

(0) ausente; (1) presente.

(0) ausente; (1) presente; (2) ndo aplicavel.
(0) ausente; (1) presente.

(0) unilateral; (1) bilateral; (2) nao aplicavel.
(0) ausente; (1) presente.

(0) ausente; (1) presente.

(0) muito espessas; (1) espessas.

(0) centriolar; (1) axonemal.

(0) concéntrica; (1) linear.
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21- Peca intermedidria, forma da mitocondria em corte obliquo
22- Peca intermediaria, forma da mitocondria em corte
longitudinal

23- Pega intermediaria, forma da mitocondria em corte transversal

24- Peca intermediaria, aspecto dos corpos densos
25- Peca intermedidria, localizacdo dos corpos densos

26- Peca intermedidria, corpos densos em corte transversal
27- Peca intermediaria, bainha fibrosa

28- Regido do pescoco, centriolo distal

29- Peca intermedidria, inicio da bainha fibrosa

30- Peca intermediaria, anulos

31- Peca intermediaria, forma do anulos

32- Peca principal, fibras 3 e 8 no inicio da peca principal
33- Membranas multilaminares

34- Microtabulos extracelulares

(0) colunar; (1) tabulos sinuosos; (2) arredondada; (3) tubulos
retos ndo colunares.
(0) arredondada; (1) colunar; (2) irregular.

(0) arredondada; (1) irregular; (2) trapezodide.

(0) s6lido; (1) granular.

(0) intramitocondrial; (1) intermitocondrial.

(0) corpos densos localizados parcialmente entre mitocondrias
e bainha fibrosa; (1) corpos densos e mitocondrias justapostos a

bainha fibrosa.

(0) ndo na pega intermediaria; (1) na peca intermedidria.

(0) circundado apenas por colar denso; (1) circundado por
colar denso e mitocondrias; (2) circundado por mitocondrias

/ou corpQs densos. . ) )
?0 mgverlp 3&1 quarta mitocondria; (1) nivel da segunda
mitocondria; (2) nivel da primeira mitocondria; (3) antes da

primeira mitocondria; (4) nivel do anulos; (5) ndo aplicavel.
(0) ausente; (1) presente.

(0) triangular, (1) linear; (2) arredondado; (3) trapezoide.
(0) ausente; (1) presente.
(0) ausente; (1) presente.
(0) ausente; (1) presente.
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Tabela 3. Matriz dos caracteres de ultra-estrutura de espermatozoide e respectivos estados nas serpentes (em negrito) e grupos externos, € suas

respectivas fontes.

Taxon (1) g i Fonte
Liotyphlops beui 171000117?? 2011111117 100011103101?? Tavares-Bastos et al., 2007a
Typhlops reticulatus 0011001101 1011111111 10001110310111 Tavares-Bastos et al., 2007a
Ramphotyphlops waitii 0010017110 2077721111 100???1031?111 Harding et al., 1995

Leptotyphlops koppesi 0010001111 1011101111 10101110311111 Tavares-Bastos et al., 2007a

Anilius scytale 1710001117 2011111111 1000111151?1?1  Este estudo

Cylindrophis ruffus 1010001111 1011111111 10001110110111  Este estudo

Boa constrictor 0001001111 1001111111 10101110210111 Tavares-Bastos et al., 2007b
Corallus hortulanus 1101001110 2001111111 10001110210,1111 Tavares-Bastos et al., 2007b
Epicrates cenchria 1001001111 1001111111 10001110210111 Tavares-Bastos et al., 2007b
Aspidites melanocephalus 0010007100 2001111111 10001111511011 Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996
Tropidophis paucisquamis 7777027777 2011111117 ?770011103111??  Este estudo

Acrochordus javanicus 1110001110 2001111111 10001111512111  Este estudo

Bothrops jararaca 1010001110 2011101111 10001110111111  Este estudo

Boiga irregularis 0010001110 2001101111 10001110311011  Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996
Nerodia sipedon 1010701101 1001101111 10001110211111  Jamieson & Koehler, 1994
Stegonotus cucullatus 0010001110 2007711111 10001110212011 Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996
Sibynomorphus mikanii 1010001111 1011111111 10001110211111  Este estudo

Oxyrhopus guibei 1010001171 1011101111 30001110311111  Este estudo

Xenopholis scalaris 7727077277 2011011111 22101110311111  Este estudo

Oxyuranus microlepidotus 0010001110 2000201111 1000111021?011 Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996
Micrurus corallinus 1710001117 2011171111 3000111021?71?1 Este estudo

Sphenodon punctatus 0000100072 2120220100 20000102413100 Healy & Jamieson, 1994

Iguana iguana 1011001101 0001110111 01201112110100 Vieira et al., 2004

Heteronotia binoei 0010000101 0001110111 ?71001012112010 Jamieson, 1995a; Jamieson et al.,1996
Lialis burtonis 0000701121 2007720117 ?20001112211?10 Jamieson, 1995a; Jamieson et al., 1996
Tupinambis merianae 0011001101 0011100111 01101112010000 Tavares-Bastos et al., 2002

Varanus gouldii 1011001111 0001110111 01111112111000 Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996
Amphisbaena alba 1101001100 2011110111 01201112110100 Teixeira et al., 1999a




3.6.2 ESTUDO COMPARATIVO DA ULTRA-ESTRUTURA DE ESPERMATOZOIDE
EM SERPENTES

OespermatozoidedeAniliusscytale, Cylindrophisruffus, Tropidophispaucisquamis,
Acrochordus javanicus, Bothrops jararaca, Oxyrhopus guibei, Sibynomorphus mikanii,
Xenopholis scalaris, e Micrurus corallinus ¢ filiforme, composto de regido da cabeca,
peca intermedidria, e regido da cauda (Figs. 1, 2A). O espermatozoide de B. jararaca estéa
representado diagramaticalmente na figura 1, e o de S. mikanii, observado em microscopia
de luz, pode ser observado na figura 2A.

A forma da regido mais anterior do complexo acrossomico ¢ circular em A.
scytale, C. ruffus, A. javanicus, B. jararaca, S. mikanii, O. guibei, ¢ M. corallinus (Fig.
2D). O acrossoma ¢ formado por vesicula acrossomica (Figs. 2B-I) e cone subacrossomal
paracristalino (Figs. 2B-C, F-I). A subdivisdo da vesicula acrossomica em cortex e medula
estd presente em A. scytale, C. ruffus, A. javanicus, B. jararaca, S. mikanii, O. guibei, e
M. corallinus (Figs. 2B, D). Dentro da vesicula acrossdmica est4 localizado o perforatdrio
(Figs. 2B-C, E). A ponta do perforatorio ¢ arredondada em A. scytale, C. ruffus, A.
Jjavanicus, B. jararaca, S. mikanii, ¢ M. corallinus (Fig. 2B). Foi observada placa basal
do perforatorio semelhante a um quadrado em C. ruffus, S. mikanii, e O. guibei (Figs.
2C, 5D), e sua auséncia em A. javanicus e B. jararaca (Figs. 2B, 5C). A zona epinuclear
lucida esta presente em A. scytale, C. ruffus, A. javanicus, B. jararaca, S. mikanii, O.
guibei, e M. corallinus (Figs. 2C, F, H). A protuberancia unilateral da vesicula acrossomica
no nivel do cone subacrossomal esta presente em A. scytale, C. ruffus, A. javanicus, B.
Jjararaca, S. mikanii, O. guibei, ¢ M. corallinus (Fig. 2F-H). O espago unilateral entre a
vesicula acrossdmica e o cone subacrossomal estd presente em 4. javanicus (Figs. 2G,
5A), e ausente em C. ruffus, B. jararaca, S. mikanii, e O. guibei (Figs. 2H-1, 5B). Os
ombros nucleares arredondados situam-se na base do complexo acrossomal (Figs. 1, 2B).
O nucleo ¢ alongado (Fig. 2B) e circular (Fig. 2J, K), apresentando lacuna em 4. scytale,
C. ruffus, T. paucisquamis, B. jararaca, S. mikanii, O. guibei, X. scalaris, e M. corallinus
(Figs. 2J, 5E), e a auséncia de lacuna em A. javanicus (Figs. 2K, 5F). O ntcleo na por¢ao

mais anterior forma o rostro nuclear (Figs. 1, 2B-C). Na base do nticleo situa-se a fossa
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nuclear (Figs. 1, 3A-G). A regido do pescogo consiste de centriolos proximal e distal,
material pericentriolar, e colar denso (Figs. 3 A-C, E-F), ou de colar denso e mitocondrias
(Fig. 3D, G). O centriolo proximal contém nove triplas de microtiibulos (Figs. 3A,
C, F). A estrutura eletron-densa no centriolo proximal estd presente em A. scytale, C.
ruffus, T. paucisquamis, A. javanicus, S. mikanii, e X. scalaris (Figs. 3G, 51), e ausente
em B. jararaca e O. guibei (Figs. 3F, 5J). A estrutura laminar estratificada bilateral foi
observada em A. scytale, C. ruffus, T. paucisquamis, A. javanicus, B. jararaca, S. mikanii,
O. guibei, e M. corallinus (Figs. 3B, D, F-G, 5QG), e seu estado unilateral foi observado
em X. scalaris (Figs. 3E, SH). O centriolo apresenta-se tanto circundado apenas por colar
denso (C. ruffus, T. paucisquamis, S. mikanii, X. scalaris, O. guibei, B. jararaca, ¢ M.
corallinus) (Figs. 3A-C, E-F, J, 5R, S), quanto por colar denso e mitocondrias (4. scytale
and A. javanicus) (Figs. 3D, G, K, 5T, U). O axonema ¢ circundado por bainha fibrosa,
mitocondrias (Figs. 3A-D, H-1, L-M), e corpos densos (Figs. 3A, M). Fibras 3 e 8 espessas
no meio da peca intermedidria foram observadas destacadas de suas respectivas duplas
(Figs. 3L-M, 5P-Q). Cristas mitocondriais lineares foram observadas (Figs. 3B, D, H-I,
K-L, 4D-E, 5N-Q, U-a). Em corte obliquo as mitocondrias apresentaram-se como tubulos
sinuosos em A. scytale, C. ruffus, A. javanicus, B. jararaca, e S. mikanii (Figs. 4A, 5K),
arredondadas em X. scalaris (Figs. 4B, 5L), e tibulos retos ndo colunares em O. guibei
e M. corallinus (Figs. 4C, 5SM). Em corte longitudinal, mitocondrias arredondadas foram
observadas em A. scytale, C. ruffus, A. javanicus, B. jararaca, S. mikanii, O. guibei, e M.
corallinus (Figs. 3A-D, I, 4D-F, 5N), e irregular em X. scalaris (Figs. 3H, 50). Em corte
transversal, as mitocondrias apresentaram-se arredondadas em 4. scytale, C. ruffus, T.
paucisquamis, A. javanicus, B. jararaca, S. mikanii, O. guibei, e M. corallinus (Figs. 3L,
5Q), e irregular em X. scalaris (Figs. 3M, 5P). Corpos densos intermitocondriais solidos
e mitocondrias apresentaram-se justapostos a bainha fibrosa (Figs. 3A, M, 5N-O, X-a). O
inicio da bainha fibrosa na peca intermediaria ocorre no nivel da primeira mitocondria em
S. mikanii e M. corallinus (Figs. 3A, SW), no nivel da segunda mitocondria em C. ruffus
e B. jararaca (Figs. 3B, 5V), e antes da primeira mitocondria em 7. paucisquamis, O.

guibei, e X. scalaris (Figs. 3C, 5Y). O fim da peca intermedidria ¢ marcada pelo anulos,
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que apresenta-se triangular em C. ruffus (Figs. 4D, 5X), linear em 7. paucisquamis, B.
Jararaca, S. mikanii, O. guibei, e X. scalaris (Figs. 4E, 57), e arredondado em 4. javanicus
(Figs. 4F, 5a.). As fibras 3 e 8 estdo presentes no inicio da pega final (Fig. 4G), porém sua
porcdo final ndo apresenta essas fibras (Fig. 4H). O arranjo de microtibulos ¢ mantido
na regido anterior da peca final (Fig. 4I), tornando-se desorganizado na porg¢ao posterior
(Fig. 4)). Circundando o espermatozdide foram observados membranas multilaminares
(Figs. 2B-C, E-K; 3A, D-E, G-H, J-M; 4D, F), e microtibulos extracelulares (Figs. 2B,
E-G, L K; 3D, I, K-M; 4A, G, I).

Variabilidade intrafamiliar

Foram encontrados 11 caracteres polimorficos na ultra-estrutura de espermatozoéide
de serpentes (Fig. 5). 1- Presenca do espago unilateral entre a vesicula acrossomica e o
cone subacrossomal apenas em 4. javanicus (Fig. 5A), e sua auséncia em C. ruffus, B.
Jjararaca, S. mikanii, € O. guibei (Fig. 5B). 2- Auséncia da placa basal do perforatorio
apenas em A. javanicus e B. jararaca (Fig. 5C), e sua presenca em C. ruffus, S. mikanii,
e O. guibei. 3- Placa basal do perforatério semelhante a um quadrado em C. ruffus, S.
mikanii, e O. guibei (Fig. 5D). 4- Presenca da lacuna nuclear em Anilius scytale, C. ruffus,
Tropidophis paucisquamis, B. jararaca, S. mikanii, O. guibei, Xenopholis scalaris, e
Micrurus corallinus (Fig. SE), e sua auséncia em A. javanicus (Fig. 5F). 5- Estrutura
laminar estratificada bilateral em A. scytale, C. ruffus, T. paucisquamis, A. javanicus, B.
Jararaca, S. mikanii, O. guibei, e M. corallinus (Fig. 5G), e estrutura laminar estratificada
unilateral apenas em X. scalaris (Fig. SH). 6- Estrutura eletron-densa no centriolo proximal
em A. scytale, C. ruffus, T. paucisquamis, A. javanicus, S. mikanii, e X. scalaris (Fig. 51),
e sua auséncia em B. jararaca e O. guibei (Fig. 5J). 7- Em corte obliquo, as mitocondrias
com arranjo em tubulos sinuosos sdo encontradas em A. scytale, C. ruffus, A. javanicus,
B. jararaca, e S. mikanii (Fig. 5K), as arredondadas s3o encontradas em X. scalaris
(Fig. 5L), e o arranjo das mitocondrias em tibulos retos ndo colunares sdo encontradas
em O. guibei e M. corallinus (Fig. 5M). 8- Em corte longitudinal, as mitocondrias sdo

arredondadas em A. scytale, C. ruffus, A. javanicus, B. jararaca, S. mikanii, O. guibei, e
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M. corallinus (Fig. 5N), e irregulares em X. scalaris (Fig. 50). 9- Em corte transversal,
as mitocondrias sdo arredondadas em A. scytale, C. ruffus, T. paucisquamis, A. javanicus,
B. jararaca, S. mikanii, O. guibei, e M. corallinus (Fig. 5Q), e irregulares em X. scalaris
(Fig. 5P). 10- O centriolo distal ¢ circundado apenas por colar denso em C. ruffus, T.
paucisquamis, B. jararaca, S. mikanii, O. guibei, X. scalaris, e M. corallinus (Figs. 5R,
S). A. scytale e A. javanicus apresentam o centriolo proximal circundado por colar denso
e mitocondria (Figs. 5T, U). 11- Nas espécies de serpentes estudadas, o inicio da bainha
fibrosa na peca intermediaria ocorre em varios niveis. Ao nivel da segunda mitocondria
em C. ruffus e B. jararaca (Fig. 5V); ao nivel da primeira mitocondria em S. mikanii e M.
corallinus (Fig. 5W); e antes da primeira mitocondria em 7. paucisquamis, O. guibei, e
X scalaris (Fig. 5Y). 12- Anulus em forma de triangulo em C. ruffus (Fig. 5X), linear em
T paucisquamis, B. jararaca, S. mikanii, O. guibei, e X. scalaris (Fig. 5Z), e arredondada
em A. javanicus (Fig. Sa). Foi observada a existéncia de variabilidade intrafamiliar nas
familias Typhlopidae, Boidae, Colubridae, e Elapidae.

Em algumas serpentes a relagdo numérica entre mitocondrias e corpos densos
difere da maioria dos outros Squamata. Apesar dessa relacdo numérica ndo ter sido
utilizada para andlise filogenética, acredito que sdo caracteristicas importantes a serem
citadas. No espermatozoide de Liotyphlops beui (Anomalepididae), Typhlops reticulatus,
Ramphotyphlops waitii (Typhlopidae), Leptotyphlops koppesi (Leptotyphlopidae), Anilius
scytale (Aniliidae), Cylindrophis ruffus (Cylindrophiidae), Boa constrictor, Corallus
hortulanus, Epicrates cenchria (Boidae), Aspidites melanocephalus (Pythonidae),
Tropidophis paucisquamis (Tropidophiidae), Acrochordus javanicus (Acrochordidae),
Bothrops jararaca (Viperidae), e Sibynomorphus mikanii (Colubridae) ocorrem muito
mais mitocondrias do que corpos densos, o que ocorre também em Iguana iguana
(Iguanidae). Em Xenopholis scalaris, Oxyrhopus guibei, Nerodia sipedon (Colubridae), e
Micrurus corallinus (Elapidae) a quantidade de mitocondrias ¢ um pouco maior do que a
de corpos densos, semelhante ao observado em Amphisbaena alba (Amphisbaenidae). Ja
em Boiga irregularis e Stegonotus cucullatus (Colubridae) e Oxyuranus microlepidotus

(Elapidae) a quantidade de mitocondrias e corpos densos sdo similares. A mesma relagdo
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foi observada em Heteronotia binoei (Gekkonidae), Tupinambis merianae (Teiidae), e
Varanus gouldii (Varanidae). Apenas no espermatozoéide de Lialis burtonis (Pygopodidae)

ocorrem mais corpos densos do que mitocondrias.

3.6.3 ANALISES FILOGENETICAS_

Foram encontradas sete novas sinapomorfias ndo ambiguas de Serpentes: regido
mais anterior do complexo acrossdmico achatada, ponta do perforatério arredondada;
placa basal do perforatorio semelhante a um quadrado, mitocondria com arranjo em
tubtllos sinuosos em corte obliquo, mitocondria arredondadas em corte longitudinal e
transversal, e fibras 3 e 8 presentes no inicio da peca principal. Embora mitocondrias em
tubulos sinuosos tenha sido considerado uma sinapomorfia de Squamata por Harding et
al. (1995), Healy & Jamieson (1994), Jamieson (1995a, b, 1999), e Oliver et al. (1996) os
resultados indicaram que esse estado de carater ¢ uma suposta sinapomorfia ndo ambigua

de Serpentes.

1) Analise Morfologica

Foram codificados 259 caracteres morfoldgicos, dos quais 158 sdo informativos. Os
dados morfoldgicos produziram 3468 arvores igualmente parcimoniosas com 730 passos,
indice de consisténcia igual a 0,78, e indice de retenc¢do 0,76.

A arvore de consenso da maioria (Fig. 6A) mostra Serpentes dividida em dois
grupos (Scolecophidia e Alethinophidia). No grupo Scolecophidia Liotyphlops beui
aparece como o taxon mais basal do grupo Scolecophidia, irmdo do grupamento formado
por Ramphotyphlops waitii e por Leptotyphlops koppesi + Typhlops reticulatus. Dinilysia
patagonica aparece como taxon irmao de Alethinophidia. Dentro de Alethinophidia, o
clado formado por Cylindrophis ruffus e Anilius scytale é o mais basal. Acrochordus
Jjavanicus + Corallus hortulanus, Bothrops jararaca + Micrurus corallinus, € Oxyuranus
microlepidotus + Boiga irregularis formam uma politomia com Aspidites melanocephalus,
Stegonotus cucullatus, Pachyrhachis problematicus. Esse grupo ¢ mais aparentado a

Nerodia sipedon, Boa constrictor, e Epicrates cenchria, que t€ém posi¢do incerta. Esse

71



clado ¢ mais aparentado a Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei, Xenopholis scalaris,
e Tropidophis paucisquamis, mas O. guibei tem posi¢ao incerta. As familias Typhlopidae,
Boidae, Colubridae, e Elapidae apresentaram-se como grupos parafiléticos.

A arvore de “bootstrap” (Fig. 6B) mostra que dentro de serpentes, o clado formado
por todas as serpentes do grupo Scolecophidia (Liotyphlops beui, Ramphotyphlops waitii,
Leptotyphlops koppesi, e Typhlops reticulatus) ¢ altamente sustentado pelo valor de
“bootstrap” de 95%. A relagao do f6ssil Dinilysia patagonica como taxon irmao de todas as
serpentes do grupo Alethinophidia ¢ moderadamente sustentado pelo valor de “bootstrap”
de 84%. O clado formado por Cylindrophis ruffus e Anilius scytale é altamente sustentado
pelo valor de “bootstrap” de 98%. O grupo formado por Acrochordus javanicus, Aspidites
melanocephalus, Bothrops jararaca, Micrurus corallinus, Oxyuranus microlepidotus,
Xenopholis scalaris, Oxyrhopus guibei, Sibynomorphus mikanii, Stegonotus cucullatus,
Nerodia sipedon, Boiga irregularis, Epicrates cenchria, Corallus hortulanus, Boa
constrictor, Tropidophis paucisquamis, ¢ o f0ssil Pachyrhachis problematicus ¢é
moderadamente sustentado pelo valor de “bootstrap” de 84%. O grupamento C. ruffus
+ A. scytale e o restante das serpentes do grupo Alethinophidia ¢ fracamente sustentado

pelo valor de “bootstrap” de 54%.

2) Anadlise Molecular

Foram utilizados 3054 caracteres moleculares, dos quais 621 sdo informativos. A
analise de dados moleculares produziu uma arvore mais parcimoniosa com 3017 passos,
indice de consisténcia de 0,60, e indice de retencao de 0,38.

A arvore mais parcimoniosa (Fig. 7A) mostra Serpentes dividida em dois grupos
(Scolecophidia e Alethinophidia). O grupo Scolecophidia apresentou-se monofilético e
o mais basal, formado por dois clados. Um formado por Ramphotyphlops braminus e
Typhlops spp., resultando no monofiletismo da familia Typhlopidae. Outro, representado
por Leptotyphlops columbi e Liotyphlops albirostris.

No clado Alethinophidia, Acrochordus spp. e Cylindrophis ruffus sdo mais

aparentados a Python spp. Esse clado ¢ mais aparentado a Boa constrictor e Epicrates
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spp., os quais formam a familia monofilética Boidae. Esse agrupamento ¢ mais aparentado
ao clado onde Bothrops spp. € o taxon mais basal. Boiga spp. aparece mais aparentado
ao clado formado por Micrurus spp., Oxyrhopus spp. + Nerodia sipedon. O grupamento
de Anilius scytale e Tropidophis spp. + Aspidites melanocephalus ficou na posi¢do mais
basal de Alethinophidia. Andlise de parcimdnia resultou no parafiletismo de Pythonidae
e Colubridae.

A arvore de “bootstrap” (Fig. 7B) mostra que o grupo Scolecophidia ¢ altamente
sustentado pelo valor de “bootstrap” de 91%, e que dentro de Scolecophidia o clado
representado por Ramphotyphlops braminus e Typhlops spp. moderadamente sustentado
pelo valor de “bootstrap” de 81%. O clado formado por Leptotyphlops columbi e
Liotyphlops albirostris ¢ moderadamente sustentado pelo valor de “bootstrap” de 70%. O
clado Alethinophidia (4nilius scytale, Acrochordus spp., Cylindrophis ruffus, Tropidophis
spp., Python spp., Aspidites melanocephalus, Boa constrictor, Epicrates spp., Bothrops
spp., Micrurus spp., Nerodia sipedon, Oxyrhopus spp., e Boiga spp.) ¢ moderadamente
sustentado pelo valor de “bootstrap” de 85%. Dentro de Alethinophidia, o clado formado
por Boa constrictor e Epicrates spp. € fracamente sustentado pelo valor de “bootstrap” de
58%. O clado formado por Boiga spp., Nerodia sipedon, Oxyrhopus spp., € Micrurus spp.
¢ moderadamente sustentado pelo valor de “bootstrap” de 80%. A relagdo de parentesco
de Bothrops spp. como taxon irmdo do ltimo grupo ¢ fracamente sustentado pelo valor

de “bootstrap” de 66%.

3) Analise Combinada

Foram codificados 3313 caracteres, dos quais 778 sdo informativos. As andlises
combinadas produziram 29 cladogramas igualmente parcimoniosos, com 3767 passos,
indice de consisténcia de 0,63, e indice de retencao de 0,47.

A arvore de consenso da maioria (Fig. 8A) mostra Serpentes dividida em dois
grupos, Scolecophidia e Alethinophidia. O grupo monofilético Scolecophidia é o mais
basal das serpentes, e ¢ formado por dois clados. Um formado por Ramphotyphlops spp.

e Typhlops spp., resultando no monofiletismo da familia Typhlopidae. Outro representado
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por Leptotyphlops spp. € Liotyphlops spp. Dinilysia patagonica aparece como taxon
irmao de Alethinophidia. Anilius scytale e Tropidophis spp. formam o grupo mais basal
das serpentes do grupo Alethinophidia. O segundo grupo ¢ formado por Cylindrophis
ruffus e Python spp. No proximo grupo todos os grupamentos t€ém posi¢do incerta.
Oxyuranus microlepidotus e Boiga spp. sdo mais aparentados ao clado representado por
Micrurus spp., Oxyrhopus spp., € Nerodia sipedon. Esse grupamento ¢ mais aparentado a
Bothrops spp. e Acrochordus spp. Boa constrictor, Corallus hortulanus, e Epicrates spp.
formam a familia Boidae que apresentou-se monofilética, e mais aparentada a Aspidites
melanocephalus + Stegonotus cucullatus. Todos esses grupamentos sao mais aparentados
a Pachyrhachis problematicus. Esse grupamento ¢ mais aparentado a Sibynomorphus
mikanii e Xenopholis scalaris.

Aérvore de “bootstrap” (Fig. 8B) mostra que dentro do grupo Scolecophidia os clados
formados por Ramphotyphlops spp. e Typhlops spp., e Leptotyphlops spp. e Liotyphlops spp.
sdo fracamente sustentados pelos valores de “bootstrap” de 66% e 62%, respectivamente.
O grupo formado pelas serpentes do grupo Scolecophidia ¢ altamente sustentado pelo
valor “bootstrap” de 98%. A relagdo de parentesco do fossil Dinilysia patagonica como
taxon irmao de todas as serpentes do grupo Alethinophidia ¢ moderadamente sustentado
pelo valor de “bootstrap” de 83%. No grupo Alethinophidia os clados formados por Boa
constrictor e Epicrates spp., € por Boiga spp. e Oxyuranus microlepidotus sdo fracamente
sustentados pelos valores “bootstrap” de 55% e 52%, respectivamente. O clado
Alethinophidia (Anilius scytale, Acrochordus spp., Cylindrophis ruffus, Tropidophis spp.,
Python spp., Aspidites melanocephalus, Corallus hortulanus, Micrurus spp., Bothrops
spp., Sibynomorphus mikanii, Nerodia sipedon, Stegonotus cucullatus, Oxyrhopus spp.,
Xenopholis scalaris, Pachyrhachis problematicus, Boa constrictor, Epicrates spp., Boiga
spp., € Oxyuranus microlepidotus) ¢ fracamente sustentado pelo valor de “bootstrap” de

60%.
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Legendas das figuras:
Figura 1. Diagrama de espermatozoide de Bothrops jararaca. As escalas do componentes

sdo aproximadas. Barra de escala: 10 pm.

Figura 2. Espermatozdide de Anilius scytale, Cylindrophis ruffus, Tropidophis
paucisquamis, Acrochordus javanicus, Bothrops jararaca, Sibynomorphus mikanii,
Oxyrhopus guibei, Xenopholis scalaris, ¢ Micrurus corallinus. A: Migrografia de luz
mostrando o espermatozoide de S. mikanii, com cabecga (h), peca intermediaria (mp), e
cauda (t). B-K: Micrografias eletronicas de transmissdo da cabega (complexo acrossdmico
e nucleo) B: Corte longitudinal de complexo acrossomomico de 4. javanicus mostrando
a subdivisdo da vesicula acrosssdmica em cortex e medula, cone subacrossomal
paracristalino, perforatorio, ponta do perforatério arredondada, nicleo, rostro nuclear,
ombros nucleares, membranas multilaminares, ¢ microtubulos extracelulares. C: Corte
longitudinal do complexo acrossdmico de S. mikanii mostrando vesicula acrossomica,
cone subacrossomal paracristalino, rostro nuclear, zona epinuclear licida, placa basal
do perforatério semelhante a um quadrado, e membranas multilaminares. D: Corte
transversal da regido mais anterior do complexo acrossomico 4. scytale mostrando cortex
e medula. E: Corte transversal do complexo acrossomico de C. ruffus mostrando vesicula
acrossdmica, perforatorio, membranas multilaminares, e microtibulos extracelulares. F:
Corte transversal do complexo acrossomico de M. corallinus mostrando a protuberancia
unilateral da vesicula acrossdmica no nivel do cone subascrossomal, zona epinuclear
lucida, membranas multilaminares, e microtibulos extracelulares. G: Corte transversal
do complexo acrossomico de A. javanicus mostrando nticleo, protuberancia unilateral da
vesicula acrossomica no nivel do cone subacrossomal, espaco unilateral entre a vesicula
acrossdmica e cone subacrossomal (*),membranas multilaminares, e microtibulos
extracelulares. H: Corte transversal do complexo acrossomico de S. mikanii mostrando
a zona epinuclear lucida, protuberancia unilateral da vesicula acrossémica no nivel do
cone subacrossomal, e membranas multilaminares. I: Corte transversal do complexo

acrossomico de B. jararaca mostrando nticleo, cone subacrossomal, vesicula acrossdmica,
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membranas multilaminares, e microtubulos extracelulares. J-K: Corte transversal do
nlcleo mostrando a presenca de lacuna em X. scalaris, e sua auséncia em A. javanicus,
respectivamente. Note a presenca de membranas multilaminares em ambas as figuras e
microtibulos extracelulares na figura K. av: vesicula acrossomica; c: cértex da vesicula
acrossOmica; et: zona epinuclear licida; h: cabeca; l: lacunanuclear; me: medula da vesicula
acrossomica; ml: membranas multilaminares; mp: peca intermedidria; mt: microtubulos
extracelulares; n: ntcleo; nr: rostro nuclear; ns: ombros nucleares; p: perforatoreio; pb:
placa basal do perforatdrio; sc: cone subacrossomal; t: cauda; ur: protuberancia unilateral

da vesicula acrossdmica. Barra de escala: 0.2 um.

Figura 3. A-M: Micrografias eletronicas de transmissdo da regido do pescoco e peca
intermediaria do espermatozdide de Anilius scytale, Cylindrophis ruffus, Tropidophis
paucisquamis, Acrochordus javanicus, Bothrops jararaca, Sibynomorphus mikanii,
Oxyrhopus guibei, Xenopholis scalaris, e Micrurus corallinus. A-D: Cortes transversais da
peca intermedidria mostrando os centriolos proximal e distal, material pericentriolar (*),
colar denso, mitocondria, bainha fibrosa, axonema, e fossa nuclear (cabega de seta). Note
a presenca de membranas multilaminares nas figuras A e D, e a presenca de microtubulos
extracelulares (seta) na figura D. A-C: Corte longitudinal da pe¢a intermedidria mostrando
o inicio da bainha fibrosa na peca intermediaria no nivel da primeira mitocondria em S.
mikanii; no nivel da segunda mitocondria em B. jararaca; antes da primeira mitocondria
em O. guibei, respectivamente. Note a estrutura laminar estratificada nas figuras B e D.
Note o centriolo distal circundado apenas por colar denso nas figuras A-C, e por colar denso
e mitocondrias em 4. javanicus na figura D. E-G: Corte longitudinal da regido do pescogo
mostrando nucleo, centriolos proximal e distal, material pericentriolar (*), colar denso,
e fossa nuclear (cabeca de seta). E: Espermatozoide de X. scalaris mostrando a estrutura
laminar estratificada unilateral e membranas multilaminares. Note o espermatozéide de
B. jararaca na figura F. G: Espermatozoéide de 4. javanicus mostrando a estrutura eletron-
densa no centriolo proximal (seta), mitocondria, € membranas multilaminares. H-I: Corte

longitudinal da peca intermediaria mostrando axonema, bainha fibrosa, e mitocondria.
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Note as mitocondrias irregulares mitochondria e membranas multilaminares em X. scalaris
na figura H; mitocondria arredondada, microtibulos extracelulares (seta), € membrana
plasmatica em M. corallinus na figura 1. J-K: Corte transversal da peca intermediaria
mostrando o centriolo distal circundado apenas por colar denso em C. ruffus, r por colar
denso e mitocondrias em A. javanicus, respectivamente. Note as fibras periféricas (*)
e membranas multilaminares em ambas as figuras, e microtibulos extracelulares na
figura K. L: Corte transversal da peca intrmediaria de B. jararaca mostrando axonema,
fibras 3 e 8 espessas (*), bainha fibrosa, mitocondria, membranas multilaminares, e
microtubulos extracelulares. M: Corte transversal da peca intermedidria de X. scalaris
mostrando axonema, corpos densos e mitocondrias justapostos a bainha fibrosa, fibras 3
e 8 espessas (*), membranas multilaminares, e microtiibulos extracelulares. ax: axonems;
db: corpo denso; dc: centriolo distal; dco: colar denso; fs: bainha fibrosa; Is: estrutura
laminar estratificada; m: mitocondira; ml: membranas multilaminares; mt: microtibulos
extracelulares; n: nucleo; pc: centriolo proximal; pm: membrane plasmatica. A-G, I-M:

barra de escala = 0.2 um; H: barra de escala = 0.1 pm.

Figure 4. A-J: Micrografias eletronicas de transmissdo da pega intermedidria, peca
principal, e peca final de Anilius scytale, Cylindrophis ruffus, Tropidophis paucisquamis,
Acrochordus javanicus, Bothrops jararaca, Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei,
Xenopholis scalaris, € Micrurus corallinus. A-C: Corte obliquo da peca intermedidria
mostrando o arranjo de mitocondrias como tubulos sinuosos em A. javanicus,
arredondada em X. scalaris, e tibulos retos ndo colunares em O. guibei, respectivamente.
Note a membrana plasmatica nas figruas A-C, microtubulos extracelulares na figura A,
e corpos densos na figura B. D-F: Corte longitudinal da peca intermedidria mostrando
Afulos triangular em C. ruffus, linear em B. jararaca, e arredondado em A. javanicus,
respectivamente. Note o axonema, bainha fibrosa, mitocondria, e citoplasma nas figuras
D-F, membranas multilaminares nas figuras D and F, e membrana plasmatica na E. G-H:
Corte tranversal da regido anterior e posterior da peca final, respectivamente, mostrando

axonema e bainha fibrosa. Note as fibras 3 ¢ 8 (*) e microtibulos extracelulares em A.
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scytale na figura G. Espermatozdide de 7. paucisquamis estd representado na figura
H. I-J: Corte transversal da pega final mostrando axonema e membrana plasmatica. I:
Corte transversal da por¢do anterior da peca final de X. scalaris mostrando o arranjo
organizado de microtibulos do axonema. J: Corte trasnversal da por¢do posterior da peca
final de C. ruffus mostrando o padrao de microtiibulos desorganizado. Note a presenca de
microtubulos extracelulares. an: anulos; ax: axonema; cy: citoplasma; db: corpo denso;
fs: bainha fibrosa; m: mitocondria; ml: membranas multilaminares; mt: microtibulos
extracelulares; pm: membrana plasmética. A-C, G-J: barra de escala=0.2 um; D-F: baraa

de escala=0.1 um.

Figura 5. Diagrama dos caracteres polimdrficos no espermatozoéide de serpentes. A-D:
Regido do complexo acrossomal. A-B: Presenca e auséncia do espaco unilateral entre
a vesicula acrossdmica e cone subacrossomal, respectivamente. C-D: Auséncia da
placa basal do perforatodrio e placa basal do perforatorio semelhante a um quandrado,
respectivamente. E-F: Presenca e auséncia da lacuna do, respectivamente. G-a:

Peca intermediaria. G-H: Estrutura laminar estratificada bilateral ¢ estrutura laminar
estratificada unilateral, respectivamente. I-J: Presenca e auséncia da estrutura eletron-
densa no centriolo proximal, respectivamente. K-M: Em corte obliquo, mitocondrias
como tubulos sinuosos, arredondadas, e tubulos retos ndo colunares, respcetivamente.
N-O: Em corte longitudinal, mitocondrias arredondadas e irregulares, respectivamente.
P-Q: Em corte transversal, mitocondiras irregulares e arredondadas, respectivamente.
R-U: Em cortes longitudinal e transversal, centriolo distal circundado apenas por colar
denso e por colar denso e mitocondrias, respectivamente. V-Y: Bainha fibrosa iniciando-
se no nivel da segunda mitocondria; no nivel da primeira mitocondria; e antes da
primeira mitocondria, respectivamente. X-o: Anulos triangular, linear, e arreondado,

respcetivamente. As escalas do componentes sdo aproximadas. Barra de escala: 0.2 um.

Figura 6. A. Arvore de consenso da maioria obtida na analise morfologica. B. Arvore

de “bootstrap” com seus respectivos valores.
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Figura 7. A. Arvore de consenso da maioria obtida na analise molecular. B. Arvore de

“bootstrap” com seus respectivos valores.

Figura 8. A. Arvore de consenso da maioria obtida na analise combinada. B. Arvore de

“bootstrap” com seus respectivos valores.
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3.7 DISCUSSAO
3.7.1 ESTUDO COMPARATIVO DA ULTRA-ESTRUTURA DE ESPERMATOZOIDE
EM LEPIDOSAURIA
Sinapomorfias de Squamata

Os caracteres encontrados no espermatozdide das espécies de Squamata estudadas
incluem as seguintes caracteristicas consideradas sinapomorfias de Squamata (Healy &
Jamieson, 1994; Jamieson, 1995a, b, 1999; Harding et al., 1995; Oliver et al., 1996).
1) Perforatorio tinico e pré-nuclear; 2) Auséncia de canal endonuclear; 3) Presenca da
zona epinuclear licida. Sua auséncia foi detectada em Heteronotia binoei (Gekkonidae);
4) Cone subacrossomal paracristalino. A auséncia dessa estrutura sugerida em Nerodia
sipedon (Colubridae) por Jamieson & Koehler (1994) necessita de confirmacao; 5) Cristas
mitocondriais lineares; 6) Presenca de mitocondria sinuosa (porém em Oxyrhopus guibei
e Xenopholis scalaris (Colubridae) foram observadas mitocondrias em tubulos retos e
arredondadas, respectivamente); 7) Presenca de corpos densos intermitocondriais; 8)
Bainha fibrosa estendendo-se anteriormente na peca intermediaria; 9) Peca intermedidria
com axonema, € nao com o centriolo distal, formando o principal componente axial dessa
regido; 10) Centriolo distal curto; 11) Reducao do anulus. Ombros nucleares arredondados
foi citado como uma sinapomorfia de Squamata apenas por Jamieson (1995a). Em Lialis
burtonis (Pygopodidae) os ombros nucleares estdo ausentes. Arranjo dos corpos densos
intermitocondriais em anéis periddicos foi citado como uma sinapomorfia equivoca de
Squamata apenas por Oliver et al. (1996), porém esse estado de carater ¢ de dificil acesso

pois nem todos os estudos se referem e/ou apresentam essa estrutura.

Sinapomorfias de Serpentes

Embora Hamilton e Fawcett (1968) tenham sugerido que o excessivo espessamento
das fibras 3 e 8 fosse uma sinapomorfia de serpentes, os resultados obtidos ndo confirmam
essa hipotese, pois esse estado de carater foi encontrado tanto nas serpentes, quanto nos
outros grupos de Lepidosauria estudados.

Nas espécies de serpentes estudadas foram observadas as seguintes estruturas
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consideradas sinapomorfias de Serpentes, listadas a seguir (Healy & Jamieson, 1994;

Harding et al., 1995; Jamieson, 1995a, 1999; Oliver et al., 1996).

1) Foi observada a redu¢do da placa basal do perforatério em Typhlops reticulatus
(Typhlopidae); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops koppesi); Cylindrophiidae (Cylindrophis
ruffus); Boa constrictor e Epicrates cenchria (Boidae); Nerodia sipedon, Sibynomorphus
mikanii (Colubridae), e sua auséncia em Ramphotyphlops waitii (Typhlopidae); Corallus
hortulanus (Boidae), Pythonidae (4Aspiditesmelanocephalus),Acrochordidae (4Acrochordus
Jjavanicus), Viperidae (Bothrops jararaca), Boiga irregularis e Stegonotus cucullatus
(Colubridae) e Elapidae (Oxyuranus microlepidotus). Nao foi possivel confirmar essa

sinapomorfia em Xenopholis scalaris (Colubridae).

2) A reducdo da regido da zona epinuclear licida foi observada em Anomalepididae
(Liotyphlops beui); Typhlops reticulatus (Typhlopidae); Leptotyphlopidae (Leptotyphlops
koppesi); Aniliidae (4nilius scytale), Cylindrophiidae (Cylindrophis ruffus); Boidae (Boa
constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria); Acrochordidae (Acrochordus
Jjavanicus); Viperidae (Bothrops jararaca); Colubridae (Boiga irregularis, Stegonotus
cucullatus, Nerodia sipedon, Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei), e Elapidae
(Oxyuranus microlepidotus, Micrurus corallinus). A auséncia da zona epinuclear lucida

foi observada em Aspidites melanocephalus (Pythonidae).
3) A presenga de colar denso foi observada em todas as serpentes.

4) Foi observada a presenca de membranas multilaminares em todas as serpentes
estudadas. Também foi observada a presenca de membranas multilaminares pouco
desenvolvidas na peca intermediaria do espermatozéide de Lialis burtonis (Pygopodidae)
e de Heteronotia binoei (Gekkonidae). Através de observagdes pessoais no decorrer da
revisdo comparativa, foi detectada a presen¢a de membranas multilaminares em Dicrodon
e Teius (Teiidae) (Colli et al., 2007).

5) A presenca de microtubulos extracelulares foi observada em todas as serpentes
estudadas. Através de observacdes pessoaisno decorrer darevisdo comparativa,aocorréncia

de microtubulos extracelulares foi observada em Cercosaura (Gymnophthalmidae),
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Crocodilurus, Dracaena, Teius, Dicrodon, e Cnemidophorus (Teiidae) (Colli et al.,
2007).

6) Peca intermediaria longa. Quando comparados a espermatozoides de lagartos,
a hipdtese de que pega intermediaria extremamente longa seja uma sinapomorfia de

Serpentes foi confirmada (Tabela 4).

Os resultados corroboram as sinapomorfias propostas por Jamieson para serpentes,
nos seguintes caracteres, presen¢a de colar denso, de membranas multilaminares, e de

microtubulos extracelulares.

O arranjo das mitocondrias em tibulos sinuosos, em corte obliquo, foi postulado por
Healy & Jamieson (1994), Jamieson (1995a, b, 1999), Harding et al. (1995) e Oliver et
al. (1996) como uma sinapomorfia de Squamata, porém, tanto no mapeamento realizado
no capitulo 2 (Tavares-Bastos et al., 2007b), quanto os resultados filogenéticos revelaram

ser esse estado uma sinapomorfia de Serpentes.

Tabela 4. Medidas da peca intermedidria em serpentes (em negrito) e lagartos.

, . Peca
Especime Inti:rmediéria Fonte
Typhlops reticulatus 57 pm Este estudo
Ramphotyphlops waitii 108 um Harding et al., 1995
Cylindrophis ruffus 57,27 pm Este estudo
Acrochordus javanicus 58,18 um Este estudo
Bothrops jararaca 27,9 um Este estudo
Sibynomorphus mikanii 34 um Este estudo
Oxyrhopus guibei 70,91 um Este estudo
Micrurus corallinus 30,6 um Este estudo
Sphenodon punctatus 7 um Healy & Jamieson, 1994
Iguana iguana 3,4 um Vieira et al., 2004
Heteronotia binoei 11 um Jamieson, 1995a; Jamieson et al., 1996
Tupinambis quadrilineatus 3,3 um Tavares-Bastos et al., 2002
Varanus gouldii 3,1 um Jamieson, 1995a; Oliver et al., 1996
Amphisbaena alba 4,3 um Teixeira et al., 1999¢
Tropidurus torquatus 2,8 um Teixeira et al., 1999b
Cnemidophorus ocellifer 3,35 um Teixeira et al., 2002
Kentropyx altamazonica 7,5 um Teixeira et al., 2002
Polychrus acutirostris 7,5 pm Teixeira et al., 1999a
Micrablepharus maximiliani 2,5 pm Teixeira et al., 1999d
Ameiva ameiva 8 um Giugliano et al., 2002
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Variabilidade intrafamiliar

Os resultados obtidos confirmam que caracteres polimorficos na ultra-estrutura
de espermatozdide sdo encontrados na maioria das familias de Squamata (Teixeira
et al., 1999a, d; Giugliano et al., 2002). Sendo assim, o estudo comparativo da ultra-
estrutura de espermatozoéide nas espécies de Lepidosauria demonstra que a ultra-estrutura
de espermatozdide promove caracteres adicionais para o entendimento das relacdes
filogenéticas de serpentes. A variagcdo observada na ultra-estrutura de espermatozdide nas
familias de serpentes sugere que o exame de outros géneros e familias de serpentes pode
fornecer caracteres adicionais para o reconhecimento dos niveis de variabilidade na ultra-
estrutura de espermatozoide nas diferentes categorias taxondmicas. Adicionalmente,
esses estudos podem esclarecer qual o melhor nivel taxonémico os caracteres derivados

da ultra-estrutura de espermatozoide sdo mais vantajosos para inferéncias filogenéticas.

3.7.2 ANALISES FILOGENETICAS_

Os resultados concordam com a hipdtese que sustenta o grupo Scolecophidia
como monofilético, o mais basal das serpentes atuais, e clado irmao das outras serpentes
do grupo Alethinophidia (Underwood, 1967; Rieppel, 1988b; Kluge, 1991; Cundall et
al., 1993; Heise et al., 1995; Scanlon & Lee, 2000; Tchernov et al., 2000; Slowinski &
Lawson, 2002; Vidal & Hedges, 2002b) com alto suporte dos valores de “bootstrap” de
95%, 91%, 98% nas analises morfoldgica, molecular, e combinada, respectivamente. Essa
evidéncia corrobora a hipdtese de origem fossorial das serpentes (Rieppel, 1988b; Heise
et al., 1995). Estudos prévios inferidos a partir de caracteres morfoldgicos (Underwood,
1967; Rieppel, 1988b; Cundall et al., 1993; Scanlon & Lee, 2000; Lee & Scanlon, 2002)
e moleculares (Vidal & Hedges, 2002b) indicam que Leptotyphlopidae ¢ grupo irmao do
clado formado por Anomalepididae e Typhlopidae. Entretanto, essa relagdo de parentesco
ndo foi sustentada por nenhuma das analises. Porém, um melhor entendimento das relagdes
de parentesco entre as familias de Scolecophidia necessita de uma maior amostragem
taxondmica e novos caracteres.

Nas andlises, Dinilysia patagonica ¢ fortemente relacionada a todos os membros
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de Alethinophidia, com moderado suporte dos valores de “bootstrap” 84%, 83%. Essa
evidéncia ¢ sustentada pelas seguintes sinapomorfias ndo ambiguas compartilhadas por
D. patagonica e Alethinophidia: rotagdo do quadrato (Rieppel, 1988b), pterigdide com
dente, quadrato posicionado verticalmente (Tchernov et al., 2000; Apesteguia & Zaher,
2006), e palatino ndo contacta o ectopterigdide (Apesteguia & Zaher, 2006), dentre
outras. Essa relacdo de parentesco concorda com a hipdtese inferida a partir de caracteres
morfoldgicos (Rieppel, 1988b; Zaher, 1998; Tchernov et al., 2000; Zaher & Rieppel,
2002; Apesteguia & Zaher, 2006), ao invés da posicao basal de D. patagonica (Scanlon
& Lee, 2000; Lee & Scanlon, 2002).

Dentro de Alethinophidia, as aletinofidianas basais (Greene, 1997) representado
aqui pelo clado Anilioidea baseado em Anilius scytale e Cylindrophis ruffus foi sustentado
pelas analises com alto suporte do valor de “bootstrap” de 98%. Esse clado concorda
com a hipotese baseada por dados morfologicos que sustentam o monofiletismo do grupo
Anilioidea, e que Anilioidea ¢ grupo irmdo dos Macrostomata (Rieppel, 1988b; Kluge,
1991; Cundall et al., 1993; Greene, 1997; Zaher, 1998; Tchernov et al., 2000; Rieppel
& Zaher, 2000b; Scanlon & Lee, 2000; Zaher & Rieppel, 2002; Rieppel et al., 2002;
Apesteguia & Zaher, 2006). Porém, a forte relagdo de parentesco entre Anilioidea e
Macrostomata foi fracamente sustentada pelo valor de “bootstrap” de 54%.

As serpentes do grupo Macrostomata ingerem presas grandes gracas ao
desenvolvimento da terminacdo livre do processo posterior do supratemporal (Rieppel,
1988b), e outros caracteres sdo diagndsticos de Macrostomata incluindo: dentes
alongado no maxilar e dentario, supratemporal cobrindo a face dorsal do prodtico,
processo basipterigoide reduzido com a face articulada ventral, auséncia do processo
suprastapedial do quadrato, e contato entre a maxila e pré-frontal mével (Rieppel, 1988b;
Zaher, 1998; Rieppel et al., 2002; Lee & Scanlon, 2002; Apesteguia & Zaher, 2006). O
monofiletismo de Macrostomata ¢ sustentado por varios estudos morfoldgicos (Rieppel,
1988b; Kluge, 1991; Cundall et al., 1993; Zaher, 1994, 1998; Scanlon & Lee, 2000;
McDowell, 2001). O clado Macrostomata foi moderadamente sustentado pelo valor de

“bootstrap” de 84%. Greene (1997) propos que o clado Macrostomata seja formado pelos
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macrostomatas basais e o grupo Caenophidia. Apesar do fato de que nao foi obtida a
divisdo dos grupos Macrostomata e Caenophidia nas analises, foram encontrados os taxons
de macrostomatas basais (Boa constrictor, Corallus hortulanus, Epicrates cenchria,
Aspidites melanocephalus, e Tropidophis paucisquamis) e Caenophidia (Acrochordus
Jjavanicus, Bothrops jararaca, Boiga irregularis, Stegonotus cucullatus, Nerodia sipedon,
Sibynomorphus mikanii, Oxyrhopus guibei, Xenopholis scalaris, Micrurus corallinus, e
Oxyuranus microlepidotus) dentro do clado Macrostomata. Esse fato concorda com as
conclusdes de Cundall et al. (1993) e Rieppel (1988b) que as relagdes de parentesco
dentro de Macrostomata continuam desconhecidas.

O fossil Pachyrhachis problematicus participa da discussdo crescente sobre a
origem das serpentes. Nas andlises, P. problematicus é agrupado dentro de Macrostomata e
dentro de Alethinophidia. Porém essa relacao de parentesco ndo exerce papel na discussao
sobre origem das serpentes (Zaher & Rieppel, 2002; Apesteguia & Zaher, 2006). Ao invés
disso, constitui o primeiro registro da incursdo das serpentes macrostomatas no ambiente
aquatico (Tchernov et al., 2000), concordando com varios estudos inferidos por dados
morfolégicos (Rieppel et al., 2002; Apesteguia & Zaher, 2006), ao invés da posicao basal
como taxon irmao de todas as outras serpentes (Caldwell & Lee, 1997; Lee, 1998; 2000;
Lee & Caldwell, 1998; Caldwell, 2000; Scanlon & Lee, 2000; Lee & Scanlon, 2002).
A posi¢do de P. problematicus como a serpente mais primitiva sustenta a hipdtese de
origem marinha das serpentes (McDowell & Bogert, 1954; Lee, 1997; Caldwell & Lee,
1997; Lee & Caldwell, 1998, 2000; Lee et al., 1999; Lee & Scanlon, 2002). Porém, as
afinidades macrostomatas de P. problematicus nao sustentam essa hipotese (Zaher, 1998;
Rieppel & Zaher, 2000a; Zaher & Rieppel, 2000).

Algumas relagdes de parentesco dentro de Alethinophidia ndo foram consistentes
com as relacdes de parentesco sugeridas por varios estudos em nenhuma das anélises.
Adicionalmente, nas analises os grupos Caenophidia, Colubridae, e Elapidae ndo foram
encontrados como monofiléticos, fato esse que tem sido sugerido por vdarios autores
(Dessauer et al., 1987; Heise et al., 1995). Hoffstetter (1955, 1962) propds que o grupo

Henophidia seja representado pelas serpentes semelhantes a boideos, entretanto esse

93



grupo nao apresentou-se monofilético. Esse status tem sido questionado por varios autores

(Groombridge, 1979; Dessauer et al., 1987; Heise et al., 1995).

3.8) CONCLUSAO

Os caracteres derivados da ultra-estrutura de espermatozodide podem ser bons
indicadores de filogenia em nivel de familia, pois em termos de qualidade esses caracteres
sdo tdo bons quanto qualquer outro carater, dado os altos niveis de homoplasia, e o fato de
que esses caracteres apresentaram polimorfismo intrafamiliar, o que ¢ vantajoso para as
analises filogenéticas, sendo mais eficiente do que utilizar outros métodos de codificacdo
ou excluir os caracteres varidveis (Wiens, 1995, 1998, 1999). Além do fato de que os
caracteres de ultra-estrutura de espermatozoéide nas espécies estudadas corroboraram
tanto as sinapomorfias de Squamata (Healy & Jamieson, 1994; Jamieson, 1995a, b, 1999;
Harding et al., 1995; Oliver et al., 1996), quanto de Serpentes (Healy & Jamieson,1994;
Harding et al., 1995; Jamieson, 1995a, 1999; Oliver et al.,1996), e revelaram novas
sinapomorfias de Serpentes. Por tudo isso, os resultados confirmam que os caracteres
de ultra-estrutura de espermatozodide contém significante sinal filogenético e pode ser
utilizado como um recurso adicional de caracteres para analise filogenética em serpentes
(Jamieson, 1995a; Teixeira et al., 1999a, b, c, d; Vieira et al., 2005, 2007).

Ademais, estudos adicionais que descrevam a ultra-estrutura de espermatozoide
em mais géneros das familias de serpentes sdo necessarios para aumentar a amostragem
taxonOmica, ¢ desta forma obter uma maior exatiddo acerca da variabilidade na ultra-
estrutura de espermatozdide nos diversos niveis taxondmicos. Esses estudos sdo
imprescindiveis pela importancia de identificar quais caracteres sdo mais proveitosos
para as reconstrugdes filogenéticas, e qual o melhor nivel taxondmico a ser utilizado nas
inferéncias filogenéticas. Finalmente, aumentar o nimero de caracteres utilizando outros
métodos de microscopia eletronica (imunocitoquimica e citoquimica), € microscopia
confocal, além de estudos sobre espermiogénese podem fornecer significante contribui¢cdo

para o reconhecimento das relagdes de parentesco em serpentes.
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VIII. CONCLUSOES FINAIS

Os resultados obtidos corroboram as seguintes hipdteses:

O grupo Scolecophidia ¢ monofilético, o mais basal das serpentes atuais, e irmao
de Alethinophidia.

O grupo Alethinophidia ¢ monofilético.

Dinilysia patagonica ¢ irmao de Alethinophidia, e Pachyrhachis problematicus
pertence ao grupo Alethinophidia.

Ainda, os resultados sugerem que o espermatozoide pode ser um bom indicador de
filogenia, pois em termos de qualidade os caracteres da ultra-estrutura de espermatozoide
sdo tdo bons quanto qualquer outro carater, devido aos niveis de homoplasia, ao fato
de que esses caracteres corroboram as sinapomorfias inferidas a partir da ultra-estrutura
de espermatozodide tanto de Squamata quanto de Serpentes, e ainda revelaram novas
sinapomorfias de Serpentes. Confirmando assim que os caracteres de ultra-estrutura de
espermatozdide contém significante informacao filogenética e podem ser utilizados como
um recurso adicional de caracteres para reconstrucao filogenética em serpentes. Porém,
deve-se aumentar o numero de caracteres, a amostragem taxondmica em serpentes, além
de estudos filogenéticos que provavelmente solucionardo as divergéncias através da
combinagdo de varios conjuntos de dados.

Enfim, acredito que a integracdo da biologia comparada, reconstrucao filogenética,
e histdria evolutiva podem contribuir para o entendimento das relagdes de parentesco em

serpentes.
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Introduction

Abstract

Tavares-Bastos, L., Cunha, L.D., Colli, G.R. and Bao, S.N. 2007. Ultrastructure
of spermatozoa of scolecophidian snakes (Lepidosauria, Squamata). — Acta
Zoologica (Stockholm) 88: 189-197

We provide a detailed description of the sperm ultrastructure of three species
of scolecophidian snakes, Leptotyphlops koppesi (Leptotyphlopidae), Typhlops
reticulatus (Typhlopidae) and Liotyphlops beui (Anomalepididae), and make
comparisons with the spermatozoa of Ramphotryphlops wairii (Typhlopidae)
(Harding ez al. 1995). All the species studied bear synapomorphies of Squamata
and Serpentes. Among scolecophidian snakes, we identified eight polymorphic
characters. Previous analyses of molecular and somatic morphological data
provide equivocal solutions to the relationships among Anomalepididae, Lepto-
typhlopidae and Typhlopidae. A close relationship between Anomalepididae
and Typhlopidae is corroborated by two characters of sperm ultrastructure,
presence of an electron-dense structure inside the proximal centriole and rounded
mitochondria in transverse sections of 7. reticulatus, Li. beui and R. waitii, whereas
the absence of the ridge on the acrosome surface of Le. koppesi and T. reticulatus
support a closer relationship between Typhlopidae and Leptotyphlopidae.
The differences observed in sperm ultrastructure within Typhlopidae suggest
the existence of snake intrafamilial polymorphism. The sperm characters
of blindsnakes contain significant phylogenetic information and may provide
important data for snake phylogenetic reconstructions.

Correspondence: LeonoraTavares-Bastos, Departamento de Biologia Celular,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia, 70919-970,
Brasilia, DF, Brazil. E-mail: leonora@unb.br

that Leptotyphlopidae is the sister group of a clade formed
by Anomalepididae and Typhlopidae. Somatic morphological

Snakes are divided into two major groups, Scolecophidia
(blindsnakes) and Alethinophidia (typical snakes) (Cundall
et al. 1993; Heise er al. 1995; Zaher 1998; Zaher and Rieppel
1999; Lee and Scanlon 2002; Vidal and Hedges 2002a,b,
2004). Scolecophidians retain many ancestral characteris-
tics, associated with a subterranean life-style, and form a
monophyletic assemblage (Rieppel 1988a; Cundall er al
1993; Heise ez al. 1995; Scanlon and Lee 2000; Tchernov
et al. 2000; Vidal and Hedges 2002b), with three groups:
Leptotyphlopidae, Typhlopidae and Anomalepididae
(Underwood 1967; Groombridge 1979; Rieppel 1988a;
Heise er al. 1995; Vidal and Hedges 2002b).

Vidal and Hedges (2002b) using sequence data (for
C-mos, 12S rRNA, 16S rRNA and cytochrome b) indicated
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data corroborated this analysis (Rieppel 1988b; Cundall
et al. 1993; Scanlon and Lee 2000; Lee and Scanlon 2002),
whereas Heise er al. (1995), also using sequence data (for
12S rRNA, 16S rRNA) concluded that Typhlopidae and
Leptotyphlopidae are more closely related to each other than
to Anomalepididae.

Scolecophidians are fossorial with a small gape size and
feed exclusively on ants and termites (Greene 1997; Zug
et al. 2001; Vidal and Hedges 2004). They occur in tropical
habitats. Members of Typhlopidae are cosmopolitan in tro-
pical regions; Leptotyphlopidae range through the tropics and
subtropics of Africa and the Americas, and south-west
Asia, whereas Anomalepididae show disjunct distribution in
Central and South America (Zug ez al. 2001).
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The details of the ultrastructural characteristics of the
spermatozoa provide information for use in phylogenetic
analysis (Jamieson 1995; Oliver er al. 1996; Teixeira et al.
1999; Tavares-Bastos et al. 2002; Vieira er al. 2004). The
only previous ultrastructural study concerning the spermato-
zoa of Scolecophidia was provided by Harding ez al. (1995),
describing the spermatozoa of Ramphotyphlops ssp.; thus
the spermatozoa of the basal snakes are still poorly known.
We here provide detailed ultrastructural descriptions of
spermatozoa of Leprotyphlops koppesi (Leptotyphlopidae),
Typhlops reticulatus (Typhlopidae), and Liotyphlops beui
(Anomalepididae) and making comparisons
Scolecophidia.

within

Materials and Methods

We obtained epididymal spermatozoa from Le. koppesi (Colecao
Herpetoldgica da Universidade de Brasilia, CHUNB 40750)
(Leptotyphlopidae), which was collected in Luziania, Goias
State, Brazil (16°5’S, 48°W); T. reticularus (CHUNB 40659)
(Typhlopidae), collected in Cachimbo, Para State, Brazil
(86°S, 55°5'W); and Li. beui (Colegdo Herpetoldgica do
Instituto Butantan, IB 43608) (Anomalepididae) collected
in Freguesia, S3o Paulo State, Brazil (23°9’'S, 46°7'W).
Specimens of Le. koppesi and T. reticularus were Kkilled using
Thiopental® and their epididymides were removed by dis-
section and diced in small pieces (1-3 mm?). Tissues were fixed
for 24 h at 4 °C in a solution containing 2% glutaraldehyde,
2% paraformaldehyde and 3% sucrose in 0.1 M sodium
cacodylate buffer, pH 7.2. The specimen of Li. beui was
conserved in 10% formaldehyde so its epididymides were
rehydrated in decreasing alcohol concentrations (70-30%)
and rinsed in distilled water before being put through
fixation. Samples were subsequently rinsed in 0.1 M sodium
cacodylate buffer, pH 7.2, and post-fixed for 1 h with 1%
osmium tetroxide, 0.8% potassium ferricyanide and 5 mm
calcium chloride in 0.1 M sodium cacodylate buffer, pH 7.2.
Next, they were dehydrated in a series of ascending con-
centration acetone solutions (30-100%) and embedded
in Spurr’s epoxy resin. Ultrathin sections were stained
with uranyl acetate and lead citrate, then observed and
photographed using a Jeol® 1011 transmission electron
microscope. Light microscopic observations of spermatozoa
of T reticularus from glutaraldehyde/paraformaldehyde-
fixed smears were made, under Nomarski interference, using
a Zeiss® Axiophot microscope.

Results

A generalized scolecophidian spermatozoon is represented
diagrammatically in Fig. 1. The spermatozoa of all species
present a common general design, being filiform and pre-
senting three distinct regions: the head, which consists of the
acrosome complex and the nucleus, the midpiece and the
tail, differentiated in principal and end piece (Fig. 2A).
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Acrosome complex

The acrosome complex covers the anterior portion of the
nucleus and consists of two caps, the external acrosomal
vesicle and the internal subacrosomal cone (Fig.2B). In
cross-sections, the anteriormost region appears flattened in
T. reticularus (Fig. 2E) and circular in Le. koppesi and Li. beus
(Fig. 2F). The acrosome vesicle is divided into two slightly
different portions: a more internal medulla and a thinner
cortex (Fig. 2D,E-H). The difference in electron-density
between these portions is almost imperceptible, although
there is a clearly distinct band joining them together. Within
the medulla, there is a single elongated perforatorium
(Fig. 2C,D,G,H). Its tip is pointed in 7. rericulatus (Fig. 2C)
and rounded in Le. koppesi (Fig. 2D). It presents a stopper-
like basal modification in both species, inserted into the apical
portion of the subacrosomal cone, which can be dis-
tinguished by a higher electron-density (Fig. 2B).We did not
obtain consistent data from longitudinal section of the
perforatorium of Li. beui. The subacrosomal cone covers the
anterior region of the nucleus, the nuclear rostrum. It has a
homogeneous paracrystalline aspect in both longitudinal
(Fig. 2B,K) and transverse (Fig. 21,]) sections. A small
epinuclear electron-lucent zone is observed between the tip of
the rostrum and the covering subacrosomal cone (Fig. 2B,K).
Only in Li. beut is there a distinct unilateral ridge of the
acrosomal vesicle, located at the transition between the
epinuclear zone and the rostrum tip (Fig. 2K,]).

Nucleus

The cylindrical nucleus is strongly electron-dense and
homogeneous, which reflects the high level of compaction
of the chromatin. However, an electron-lucent lacuna
was observed within the nucleus (Fig. 2L). In cross-sections,
the nucleus is circular (Fig. 2L), the region tapering within
the subacrosomal cone being markedly narrower (Fig. 2B).
At its base, the nucleus has a nuclear fossa, which accommo-
dates some electron-dense material and part of the proximal
centriole (Fig. 3A,B).

Neck region

The neck region marks the transition between the nucleus
and the midpiece. It contains the proximal and distal cen-
trioles, the pericentriolar material, and the dense collar (neck
cylinder). The electron-dense and homogeneous peri-
centriolar material conforms in shape to the nuclear fossa,
surrounding the proximal centriole, and extending posteriorly.
A stratified laminar structure projects bilaterally towards the
nuclear fossa (Fig. 3A). A central electron-dense structure
lies within the proximal centriole in 7 reticulatus and Li. beui
(Fig. 3B), but is absent from Le. koppes: (Fig. 3A). The distal
centriole forms the basal body of the axoneme and is posi-
tioned perpendicular to the proximal centriole, extending
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membrane piece

Tphlops reticulatus in longitudinal section
and corresponding transverse section. Scales
of various components are only approximate.
Scale bar 10 um.

shortly along the neck length. It consists of nine triplets of
microtubules and two central singlets of the axoneme
(Fig. 3C). Each triplet is connected with a peripheral dense
fibre; besides these, there is another fibre that accompanies
the central singlets (Fig. 3C). These fibres originate from
the pericentriolar material (Fig. 3A,B). The dense collar
surrounds both centrioles and no mitochondria juxtapose
its outer face. The material of the dense collar (Fig. 3A,B)
resembles that of the dense bodies (Fig. 3D) found in the
midpiece.

Midpiece

The midpiece begins at the nuclear fossa and ends posteriorly
with the annulus. It consists of the neck elements, the axoneme,
the fibrous sheath, the mitochondria and the dense bodies,
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and is encircled by a complex of membranes instead of a single
plasma membrane, forming the multilaminar membranes
(Fig. 3A). Outside these multilaminar membranes, there
are extracellular microtubules, which can also be observed
in the head (Fig. 2G,L), midpiece (Fig. 3C,F,G) and tail
(Fig. 3M,N). These structures could not be observed in the
spermatozoon of Li. beut, presumably because of the quality
of the material. The axoneme presents a 9 + 2 pattern of
double microtubules connected with the peripheral fibres
(Fig. 3E-G). The peripheral fibres narrow continuously
along the length of the midpiece until they disappear,
although fibres 3 and 8 persist, enlarged and detached from
their respective doublets (Fig. 3E-H). The fibrous sheath
surrounds the axoneme and extends forward until the level of
the dense collar, coinciding with the transition between the
distal centriole and the axoneme (Fig. 3B). Dense bodies lie
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among mitochondria (Fig. 3D), appearing in transverse
sections as complete (Fig. 3G) or incomplete rings (Fig. 3H)
that juxtapose the fibrous sheath. In longitudinal sections,
they form columnar structures (Fig.3D). Mitochondria
present linear cristae internally (Fig. 3E,F), and appear as
sinuous tubules that run around the fibrous sheath, forming
a regular zig-zag arrangement in oblique sections (Fig. 3I).
Longitudinally, they appear rounded in the three species
(Fig. 3],K). In transverse sections, however, they vary in
form: forming irregular structures in Le. koppesi (Fig. 3E)
and being rounded in the other two species (Fig. 3F). An
electron-dense annulus, albeit reduced, can be differentiated
between the species: in 7. reticulatus and Lz. beui it appears
triangular (Fig. 3]), whereas in Le. koppest it is linear (Fig. 3K).

Principal and end pieces

The principal piece extends posterior to the annulus, being
formed by the axoneme, the fibrous sheath and the plasma
membrane. Fibres 3 and 8 are still present at the transition
between the midpiece and the principal piece, although
reduced in thickness (Fig. 3L). The amount of cytoplasm
between the fibrous sheath and the plasma membrane
reduces along the axoneme until these latter structures
juxtapose (Fig. 3M). There is no fibrous sheath and the
diameter is reduced at the end piece (Fig. 3N).

Among four species of scolecophidian snakes (three
species analysed herein and R. waitii (Harding er al. 1995),
we found the following eight polymorphic characters,
summarized in Fig. 4: (1,2) absence of base plate (Fig. 4B)
and presence of acrosome vacuity subdivision in R. waitii
(Fig. 4E); (3) pointed perforatorium tip in 7. reticularus
(Fig. 4C), and rounded in Le. koppesi and R. waitii (Fig. 4D);
(4) acrosome flattened in transverse section in 7. reziculatus
(Fig. 4G), and circular in Li. beui, Le. koppesi and R. waitii
(Fig. 4H), respectively; (5) unilateral ridge of the acrosome
surface present only in Li. beui (Fig. 41); (6) absence of a
central electron-dense structure within the proximal centriole
in Le. koppesi (Fig. 4L); (7) annulus triangular in 7. reticulatus
and Li. beur (Fig. 4M), and linear in Le. koppesi (Fig. 4N);
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(8) irregular mitochondria in transverse section in Le. koppest
(Fig. 40), and rounded in T reticulatus, Li. beui, and R. wairii
(Fig. 4P), respectively. Figure 4(B,E) were based on Harding
er al. (1995).

Discussion

The following characters, present in the spermatozoa of
Le. koppesi (Leptotyphlopidae), T. reticulatus (Typhlopidae),
Li. beutr (Anomalepididae) and R. waitiz (Typhlopidae)
(Harding et al. 1995), were recognized (Healy and Jamieson
1994; Harding et al. 1995; Jamieson 1995, 1999) as synapo-
morphies of Squamata: wholly prenuclear perforatorium;
absence of endonuclear canals; sinuous mitochondria
with linear cristae; intermitochondrial dense bodies; fibrous
sheath penetrating anteriorly into midpiece; rounded nuclear
shoulders; paracrystalline subacrosomal cone; axoneme
forming the major axial component of the midpiece; short
distal centriole; and reduced annulus. The presence of an
epinuclear lucent zone, regarded as a synapomorphy of
Squamata (Healy and Jamieson 1994; Harding ez al. 1995;
Jamieson 1995, 1999), is confirmed in Le. koppesi, in
T reticularus and in Li. beui, but it is not apparent in R. wazitii
(Harding ez al. 1995).

The spermatozoa of Le. koppesi, T. reticulatus, Li. beuir and
R. wairii (Harding et al. 1995) bear the following characters,
which are considered synapomorphies of Serpentes (Hard-
ing et al. 1995; Oliver et al. 1996; Jamieson 1999): presence
of dense collar, multilaminar membranes and extracellular
microtubules; reduction of the perforatorium base plate and
the epinuclear lucent zone; and the unusual elongation of the
midpiece.

Leproryphlops koppesi, T. reticulatus, Li. beui and R. waitii
(Harding et al. 1995) share 14 features: subdivision of
acrosome vesicle in cortex and medulla; paracrystalline sub-
acrosomal cone; single perforatorium; absence of endonuclear
canals; presence of dense collar; fibres 3 and 8 enlarged along
the midpiece; mitochondria arranged as sinuous tubes in
oblique section; mitochondria rounded in longitudinal
sections; solid intermitochondrial dense bodies juxtaposed

Fig. 2—Spermatozoa of Leprotyphlops koppesi, Typhlops reticularus and Liotyphlops beui. — A. Light micrograph showing entire spermatozoon
of T. reticularus with head (h), midpiece (mp) and tail (t). —B—-L. Transmission electron micrographs of the head. — B. Longitudinal section
through the acrosome complex of 7. reticulatus showing acrosome vesicle, subacrosomal cone, epinuclear lucent zone, perforatorium,
stopper-like perforatorium base plate, nucleus, nuclear shoulders and multilaminar membranes (*). — C, D. Longitudinal section through
the acrosome complex showing a pointed perforatorium tip in 7. reticulatus and a rounded perforatorium tip in Le. koppesi, respectively.
—E, F. Transverse section through the flattened acrosome of 7. reticulatus and circular acrosome of Li. beui, respectively, showing medulla and
cortex. — G, H. Transverse section through the acrosome at the level of the perforatorium of T. reticulatus and Le. koppest, respectively. Note
extracellular microtubules in G. —1, J. Transverse section through the acrosome complex showing acrosome vesicle, subacrosomal cone, and
nuclear rostrum of 7. reticulatus and Li. beui, respectively. Note extracellular microtubules in I and a unilateral ridge on the acrosome surface
(arrow in J). —K. Longitudinal section through the acrosome complex of Li. beui showing acrosome vesicle, subacrosomal cone, epinuclear
lucent zone, nuclear rostrum and unilateral ridge on acrosome surface (arrow). —L. Transverse section through the nucleus showing the
nuclear lacuna and extracellular microtubules in 7 rericulatus. av = acrosome vesicle; ¢ = cortex of the acrosome vesicle; et = epinuclear
lucent zone; 1 = nuclear lacuna; me = medulla of the acrosome vesicle; mt = extracellular microtubules; n = nucleus; nr = nuclear rostrum;
ns = nuclear shoulder; p = perforatorium; pb = perforatorium base plate; sc = subacrosomal cone. Scale bar = 0.2 um.
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Fig. 4—Diagram of the spermatozoon bearing the polymorphic characters among scolecophidian snakes. — A-J. Section of the acrosome
complex region. — A, B. Presence of base plate in Typhlops reticulatus, Leptoryphlops koppesi and Liotyphlops beut, and its absence in
Ramphotyphlops waitii, respectively. —C, D. Pointed perforatorium tip in 7. reticulatus, and rounded perforatorium tip in Le. koppesi and

R. waini, respectively. —E, F. Presence of acrosome vacuity subdivision in R. waitiz, and its absence in the other three species, respectively.
—@G, H. Flattened acrosome in 7. reticulatus and circular acrosome in Li. beui, Le. koppesi and R. waitii, respectively. —I, J. Presence of
unilateral ridge at the acrosome surface in Li. beui, and its absence in 7. reticulatus, Le. koppesi and R. waitii, respectively. —K-P. Section
of the midpiece. —K, L. Presence of a central electron-dense structure within the proximal centriole in T reziculatus and Lz. beui, and its
absence in Le. koppesi, respectively. — M, N. Triangular annulus in 7. reticulatus and Li. beui and linear annulus in Le. koppesi, respectively.
—O, P. Irregular mitochondria in Le. koppesi, and rounded mitochondria in T reticulatus, Li. beui, and R. waitii, respectively. (B) and (E) are
redrawn from Harding ez al. (1995). Scales of spermatozoon components are only approximate. Scale bar = 0.2 um.

Fig. 3—Spermatozoa of Leptoryphlops koppest, Typhlops reticulatus and Liotyphlops beui. — A-N. Transmission electron micrographs of the
midpiece and tail. — A, B. Longitudinal section of the midpiece of Le. koppesi and T. reticulatus, respectively, showing the nuclear fossa,
pericentriolar material, proximal centriole, distal centriole, peripheral fibres (arrow), axoneme, dense collar, fibrous sheath and mitochondria.
Note in A, multilaminar membranes and stratified laminar structure. Note in B, central electron-dense structure lying within the proximal
centriole (asterisk). — C. Transverse section through the proximal centriole of Le. koppesi showing distal centriole, peripheral fibres (arrow),
extracellular microtubules and dense collar. —D. Longitudinal section of the midpiece of Le. koppesi showing the axoneme, multilaminar
membranes and dense bodies. —E. Transverse section through the midpiece of Le. koppesi showing fibrous sheath, peripheral fibres (arrow),
axoneme, and mitochondria. —F. Transverse section through the midpiece of 7. reticulatus showing fibrous sheath, peripheral fibres (arrow),
axoneme, mitochondria, extracellular microtubules, and multilaminar membranes. — G. Transverse section through the midpiece of

Le. koppesi showing fibrous sheath, peripheral fibres (arrow), axoneme, dense body, and extracellular microtubules. — H. Transverse section
through the midpiece of Li. beui showing fibrous sheath, peripheral fibres (arrow), dense body and axoneme. —I. Oblique section of the
midpiece of T. reticulatus showing mitochondrial arrangement and multilaminar membranes. —J, K. Longitudinal section of the midpiece
of T reticulatus and Le. koppest, respectively, showing axoneme, fibrous sheath, mitochondria and annulus (arrow). —L. Transverse section
through the anterior region of the principal piece of T. reticulatus showing axoneme, fibrous sheath, cytoplasm and fibres 3 and 8 (arrow).
— M. Transverse section through the posterior region of principal piece of T. reticulatus showing axoneme, fibrous sheath and extracellular
microtubules. —N. Transverse section through the endpiece of T. rericulatus showing axoneme and extracellular microtubules. ax = axoneme;
an = annulus; cy = cytoplasm; db = dense body; dco = dense collar; dc = distal centriole; fs = fibrous sheath; Is = stratified laminar structure;
m = mitochondria; ml = multilaminar membranes; mt = extracellular microtubules; nf = nuclear fossa; pc = proximal centriole;

pm = pericentriolar material. A, B, F, I-K: scale bar = 0.5 um; C-E, G, H, L-N: scale bar = 0.2 um.
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with the fibrous sheath in transverse sections; fibrous sheath
beginning before first mitochondrion; presence of annulus;
fibres 3 and 8 at the anteriormost region of the principal
piece. The presence of an epinuclear lucent zone, nuclear
lacunae and bilateral stratified laminar structures is a
common trait among Le. koppesi, T. reticulatus and Li. beus;
there is no information about these structures for R. wairii.
Leptotyphlops koppesi, T. reticulatus and R. wairii share with
each other mitochondria with linear cristae, multilaminar
membranes and extracellular microtubules, but this could
not be determined in L. beui.

Lioryphlops beui, Le. koppesi and R. waitii (Harding ez al.
1995) present an acrosome vesicle which is round at the
anteriormost region in transverse sections; Le. koppes: and
R. wairii share a rounded perforatorium tip. Liozyphlops beu,
T. reticulatus and R. waitii share the presence of a central
electron-dense structure in the proximal centriole and rounded
mitochondria in transverse sections; the two former species
also have a triangular annulus in common. The presence of
an acrosome vacuity and the confirmed absence of a base
plate of the perforatorium are peculiar to R. wairzii (Harding
et al. 1995) spermatozoa. Only Le. koppesi, among the
analysed species, has irregular mitochondria in transverse
sections and a linear annulus and does not present an electron-
dense structure of the proximal centriole. An anteriorly
depressed acrosome and a pointed perforatorium tip are
found only in T reticularus spermatozoon. The noticeable
ridge on the acrosome vesicle is peculiar to Li. beui.

The position of Leptotyphlopidae as a sister group of
the clade comprised of Anomalepididae and Typhlopidae,
supported by molecular data (Vidal and Hedges 2002b) and
somatic morphological data (Rieppel 1988b; Cundall ez al.
1993; Scanlon and Lee 2000; Lee and Scanlon 2002), is cor-
roborated by two traits of sperm ultrastructure: 7. reticulatus,
Li. beui and R. wairii share with each other an electron-dense
structure inside the proximal centriole and the mitochon-
drial shape in transverse sections; 7. reticulatus and Li. beui
share the triangular annulus. On the other hand, the hypo-
thesis of Heise ez al. (1995), considering Typhlopidae a sister
group of Leptotyphlopidae, instead of Anomalepididae, has
some support in one sperm trait, because Le. koppesi and
T. reticulatus spermatozoa do not bear a ridge on their acro-
some surfaces, in contrast to the spermatozoa of Li. beus.

The comparison of the sperm ultrastructure of the two
species of Typhlopidae, T reticulatus and R. waitii suggests
the existence of intrafamilial polymorphism, including the
shape of the anteriormost region of the acrosome complex
and the structure of the perforatorium. Giugliano et al.
(2002) indicated that polymorphic characters are found
within all families of Squamata. The variation seen in
T reticulatus and R. waini suggests that examination of
other members of Scolecophidia may provide additional
characters to resolve intrafamilial relationships and deter-
mine characters that are most profitable in phylogenetic
reconstructions. In addition, characters obtained from the
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sperm ultrastructure of blindsnakes may provide insights into
the debate of snake origins and phylogenetic relationships.
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ABSTRACT

We investigate the evolution of sperm ultrastructure among three species of Boidae
(Epicrates cenchria, Boa constrictor amarali, and Corallus hortulanus). Spermatozoa
of these species are filiform consisting of a head region, containing the nucleus and
acrosome complex, a midpiece, and a tail region subdivided into principal piece and
endpiece. Multilaminar membranes and extracellular microtubules were observed next
to the plasma membrane of the spermatozoa. The following differences were observed
among the species: ridge on acrosome surface in B. c. amarali (absent in E. cenchria
and C. hortulanus), stopper-like perforatorium base plate in B. c. amarali and E.
cenchria (absent in C. hortulanus), rounded mitochondria in transverse section in E.
cenchria and C. hortulanus (irregular in B. c. amarali). We mapped sperm characters
onto two phylogenies based on morphological (Kluge, 1991) and molecular (Austin,
2000) data, using a number of squamate species as outgroups. We identified thirty-one
unambiguous character transformations in the morphological phylogeny and thirty in
the molecular phylogeny, but only thirteen and twelve transformations, respectively,
are possible synapomorphies. We identified novel sperm synapomorphies, which

were common between the morphological and molecular phylogenies: absence of
perforatorium base plate and mitochondria arranged as sinuous tubes in oblique section
(Serpentes), acrosome vesicle not subdivided and fibers 3 and 8 at the anteriormost
region of principal piece (Boidae), and absence of an electron dense structure inside
the proximal centriole (Elapidae + Colubridae). Our results suggest greater agreement
between sperm ultrastructure and gross anatomical characters. In addition, we found no
tendency for more homoplasies in the sperm head than in the flagellum, as recorded in

previous studies.



INTRODUCTION

Tracing character states onto a proposed phylogeny permits inferences about the
course of character evolution and is a powerful tool in comparative analysis (Pagel,
1999). The analysis of character evolution can also be used to test hypotheses of
similarity and variability due to common inheritance, i.e., homology, or to repeated and
independent evolutionary events, i.e., homoplasy (Brooks & McLennan, 1991; Harvey
& Pagel, 1991). Incongruence between mapped characters and a proposed phylogeny
is considered the result of adaptive convergence (McCracken et al., 1999), whereas
good agreement between mapped characters and a proposed phylogeny indicates that
characters are fixed in their evolution or, still, that characters are better predictors of
phylogeny (Schwenk, 1993; Brown et al., 2000).

A considerable amount of information has recently been accumulated on the
ultrastructure of the spermatozoa of Squamata (Harding et al., 1995; Jamieson, 1995b;
Oliver et al., 1996; Teixeira et al., 1999b, a, c; Teixeira et al., 1999d; Giugliano et
al., 2002; Tavares-Bastos et al., 2002; Vieira et al., 2004). Repeated instances of the
evolution of limblessness associated with fossoriality have plagued phylogenetic
analyses of Squamata based on classical morphological (mainly osteological) data
sets (Lee, 2005). This has led to phylogenetic analyses based on sperm ultrastructure
data (Jamieson, 1995b; Oliver et al., 1996; Teixeira et al., 1999b, c; Vieira et al.,
2004), based on the premises that these characters hold significant phylogenetic signal
and are less susceptible to convergence (Jamieson, 1995a, b; Teixeira et al., 1999b).
Nevertheless, these attempts suffer from limitations related to the small number of
characters and reduced taxonomic sampling (Jamieson, 1995b; Teixeira et al., 1999b).
The recent use of large molecular data sets produced even more conflicting hypotheses
(Townsend et al., 2004) and a consensual, widely accepted phylogeny of Squamata is
still warranted. With few exceptions (Tavares-Bastos et al., 2002; Vieira et al., 2004),
no studies have investigated the evolution of the ultrastructure of the sperm cell among
squamates.

Species of Boidae range from western North America to southern South



America, West Indies, central Africa to south Asia, Madagascar, and southwest Pacific
islands. The group comprises two sub-groups: Boinae (Boa, Candoia, Corallus,
Epicrates, Eunectes, and, Sanzinia) and Erycinae (Charina and Eryx) (Zug et al.,

2001). The monophyly of Boidae is well corroborated, but separate analyses conducted
on morphological (Kluge, 1991), molecular (Austin, 2000), or a combination of both
sets of characters (Burbrink, 2005) lead to conflicting hypotheses of relationships
among boids. A few ultrastructural studies on the sperm ultrastructure of boids include
descriptions of the sperm tail (Austin, 1965), neck and midpiece (Hamilton & Fawcett,
1968) of B. constrictor constrictor. Tourmente et al. (2006) describe the spermatozoa of
B. c. occidentalis. Herein we provide detailed descriptions of the ultrastructure of sperm
of three species (Ep. cenchria, B. c. amarali, and Co. hortulanus) and investigate the

evolution of sperm ultrastructure within Boidae.

MATERIAL AND METHODS

Sperm data and microscopical procedures

We obtained spermatozoa from adult specimens of Epicrates cenchria (Linnaeus,
1758), Boa constrictor amarali Linnaeus, 1758, and Corallus hortulanus (Linnaeus,
1758), collected in Chapada dos Guimaraes, Mato Grosso State, Brazil (14°

52°S, 55° 48°W). We euthanized specimens with Tiopental®, removed testes and
epididymides by dissection, and cut them into small pieces. We deposited specimens
at the Cole¢ao Herpetologica da Universidade de Brasilia (CHUNB 17492, 17495,
17494, respectively). We fixed testes and epididymides in a solution containing 2%
glutaraldehyde-2% paraformaldehyde, with 3% sucrose and SmM CaCl,, in 0.1M
sodium cacodylate buffer pH 7.2, at 4°C, for 24 h. Subsequently, we washed samples
in 0.1M sodium cacodylate buffer, pH 7.2, and postfixed them for 1 h in 1% osmium
tetroxide, 0.8% potassium ferricyanide and SmM CaCl, in 0.1M sodium cacodylate
buffer, pH 7.2. The material was dehydrated in a series of ascending acetone (30%-
100%) and embedded in Spurr’s epoxy resin. We stained ultrathin sections with uranyl

acetate and lead citrate, and made observations in a Jeol 1011 transmission electron



microscope. Images were acquired with a GATAN BioScan Camera, model 792.

Phylogenetic methods

To study the evolution of sperm ultrastructure, we coded 27 sperm ultrastructure
characters into discrete states (Tables 1,2). We mapped character evolution on two
phylogenies of Boidae based on morphological (Kluge, 1991) and molecular characters
(Austin, 2000), using MacClade (Maddison & Maddison, 1992) and PAUP v. 4.0b
10 (Swofford, 2003), with Fitch optimization (Kitching et al., 1998). Character
mapping is the reconstruction of character states at internal nodes on a given tree
(Maddison & Maddison, 1992). When the evolution of characters could not be resolved
unambiguously, i.e., when more than one most-parsimonious reconstruction (MPR)
existed for a given character, we examined all MPRs using MacClade (Maddison
& Maddison, 1992). We used Nerodia sipedon (Jamieson & Koehler, 1994),
Ramphotyphlops ssp. (Harding et al., 1995), Oxyuranus microlepidotus, Aspidites
melanocephalus, Stegonotus cucullatus, Boiga irregularis, Varanus gouldii (Jamieson,
1995b; Oliver et al., 1996), Tupinambis merianae (Tavares-Bastos et al., 2002), Iguana
iguana (Vieira et al., 2004), and Sphenodon punctatus (Healy & Jamieson, 1994) as
outgroups, to ascertain the direction of evolutionary change of characters. Outgroup
relationships were based on Kluge (1993; Boidae and Aspidites melanocephalus), Vidal

& Hedges (2004; Elapidae and Colubridae); and Lee (2005; remainder outgroups).

RESULTS

Ultrastructure of spermatozoa

Spermatozoa of Epicrates cenchria, Boa constrictor amarali, and Corallus hortulanus
are sufficiently similar to be described together. A generalized spermatozoon is
represented diagrammatically in Figure 1. Spermatozoa are filiform, consisting of a
head region (acrosome complex and nucleus), a midpiece, and a tail region (principal

piece and endpiece).



Acrosome complex

The head in longitudinal section is long and attenuated (Figs. 2A,C). The acrosome
complex is located at the anteriormost region of the head, and consists of the acrosome
vesicle, the subacrosomal cone and the perforatorium (Figs. 2A,C). In cross sections,
the acrosome complex appears depressed (Fig. 2D), becoming more circular at its base
(Figs. 2E-G). A unilateral ridge is absent (Figs. 2A-C). The perforatorium extends

from the anterior region of the subacrosomal cone into the acrosome vesicle and has a
rounded tip. Embedded in the subacrosomal material, a perforatorium base plate is seen
as a stopper-like structure (Fig. 2A), absent only in Corallus hortulanus (Fig. 2C). In
both longitudinal and cross-sections, the subacrosomal cone exhibits a paracrystalline
structure (Figs. 2A-C,F-G). An acrosome vacuity subdivision is absent (Figs. 2A-

C). The epinuclear lucent zone is a narrow chamber within the anterior limit of the
subacrosomal cone. It extends anteriorly from the tip of the nuclear space, is bounded
by a membrane (Fig. 2B), and is approximately 11 nm long in Epicrates cenchria, 40
nm in Boa constrictor amarali, and 8 nm in C. hortulanus. Nuclear space at the nuclear
point was observed in the three species studied (Fig. 2B). At its base, the acrosome
complex rests on a region of the nucleus with a distinct shoulder-like shape, the nuclear

shoulders, lying on a flange of subacrosomal material (Fig. 2A).

Nucleus

The nucleus is elongate in longitudinal section and circular in transverse section (Fig.
2A,C,H). In Boa constrictor amarali, Epicrates cenchria, and Corallus hortulanus the
base width is approximately 44 nm, 43 nm, and 50 nm, respectively. The chromatin is
strongly electron dense and lacks a lacuna (Fig. 2H). Anteriorly, the nucleus extends

as a narrow cone and the nuclear rostrum length (Fig. 2A,C,G) is approximately 152
nm in B. ¢. amarali, 195 nm in E. cenchria, and 85 nm in C. hortulanus. The transition
from the tapered apical portion to the cylindrical portion of the nucleus is abrupt and
marked by nuclear shoulders (Fig. 2A). The base of the nucleus is marked by a concave

depression, the nuclear fossa, which houses the proximal centriole (Fig. 3A). At its base,



next to the nuclear fossa, the diameter of the nucleus is approximately 62 nm in B. c.

amarali, 59 nm in E. cenchria, and 58 nm in C. hortulanus.

Neck Region

The neck region is the junction between the nucleus and the midpiece. It contains

the proximal and distal centrioles, including the dense collar and the first ring of
mitochondria (Fig. 3A). The proximal centriole is short and partially surrounded by the
dense pericentriolar material, which conforms in shape to the nuclear fossa and extends
posteriorly between the two centrioles (Fig. 3A,C). A poorly developed lateral striated
density, the stratified laminar structure, is continuous with the pericentriolar material
and projects laterally from both sides of the anterior limit of the proximal centriole
(Fig. 3C). An electron dense structure lies within the proximal centriole (Figs. 3C,F).
The neck region contains a specialized structure, the dense collar, a shallow, roughly
cylindrical mass of cytoplasm that surrounds the distal centriole (Figs. 3A,C,F). In
cross section, it surrounds the distal centriole and the peripheral fibers (Fig. 3G). The
distal centriole forms the basal body of the axoneme and consists of nine triplets of
microtubules; nine peripheral fibers that partially cover the triplets, and two central
singlets of the axoneme. This structure does not project into the fibrous sheath (Figs.

3A,C,F-G).

Midpiece

The midpiece is located at the anterior portion of the flagellum and includes the neck
region and the axoneme, being surrounded by the fibrous sheath, mitochondria (Fig.
3A), and rings of dense bodies (Fig. 3B). A distinctive feature of the midpiece of the
three species studied is the presence of a multilaminar membrane in addition to the
plasma membrane (Figs. 3B,G). The axial component of the midpiece is the axoneme,
composed of 9+2 microtubules, surrounded by nine peripheral fibers of dense material.
These peripheral fibers associated with doublets 3 and 8 are thicker than the others and

are separated from their corresponding doublets (Figs. 3H-J). A fibrous sheath surrounds



the axoneme, beginning in the midpiece at the level of mitochondria tier 1, and extends
into the posterior midpiece as seen in longitudinal (Figs. 3A,B,E), and transverse
sections (Figs. 3H-J). In longitudinal section, the mitochondria ends are rounded (Figs.
3A,B.E). In cross section, mitochondria appear as irregular structures with linear cristae.
In oblique section, they form sinuous tubes, curved at angles greater than 45° and bent
back upon themselves (Fig. 3F). The intermitochondrial dense bodies appear as solid
structures and are poorly developed and scarce (Fig. 3B). In transverse section they
appear juxtaposed to the fibrous sheath (Figs. 3H,J). Extracellular microtubules were
observed, in cross section, next to the plasma membrane of the spermatozoa (Fig. 31).
The annulus is a small dense ring, poorly developed, with irregular shape in longitudinal
section. It is closely attached to the inner surface of the plasma membrane and marks the

end of the midpiece (Fig. 3E).

Principal piece

The principal piece is the longest part of the spermatozoon and lies behind the midpiece.
It consists of the axoneme with a 9+2 microtubules pattern surrounded by the fibrous
sheath, cytoplasm, and plasma membrane. In this region, dense bodies and mitochondria
are absent, and extracellular microtubules are observed next to the plasma membrane

of spermatozoa (Figs. 3K-L). In its anterior portion, a wide zone of finely granular
cytoplasm sits between the fibrous sheath and the plasma membrane. The fibers adjacent
to microtubules double 3 and 8 (arrow) and peripheral fibers are present in the anterior
region (Fig. 3K) but absent in the posterior portion, where the plasma membrane

becomes closely attached to the fibrous sheath (Fig. 3L).

Endpiece

The endpiece is the final part of the flagellum. It consists of the axoneme and plasma
membrane; dense fibers, dense bodies, mitochondria, peripheral fibers, and the
fibrous sheath are lacking. From the posterior portion of the endpiece, the pattern of

microtubules becomes disarranged (Fig. 3M).



Evolution of sperm ultrastructure characters
The mapping of 27 sperm ultrastructure characters on the morphological phylogeny
(Kluge, 1991) resulted in a tree length of 56, a consistency index (CI) of 0.57, and a
retention index (RI) of 0.49, whereas the molecular phylogeny (Austin, 2000) resulted
in a tree length of 57, a CI of 0.56, and a RI of 0.47, suggesting greater agreement
between the sperm ultrastructure characters and the morphological phylogeny. The
morphological phylogeny implied in 31 unambiguous character transformations,
including 13 putative synapomorphies (Fig. 4A), whereas the molecular phylogeny
implied in 30 unambiguous character transformations, including 12 putative
synapomorphies (Fig. 4B). The remaining unambiguous transformations were
autapomorphies. Eleven unambiguous character transformations were common between
the morphological and molecular phylogenies (Figs. 4A,B), and can be regarded as
synapomorphic, as follows:

Character 2. Subdivision of the acrosome vesicle: (0) absent, (1) present.
The subdivision of the acrosome vesicle is absent in Boa constrictor amarali, Corallus
hortulanus, Epicrates cenchria, and present in the remainder taxa. The subdivision of
the acrosome vesicle may have arisen in the ancestor of Squamata and may have been
lost secondarily in Boidae.

Character 7. Perforatorium tip shape. (0) pointed, (1) rounded.
Rounded perforatorium tip was observed in B. c. amarali, C. hortulanus, E. cenchria,
B. irregularis, S. cucullatus, O. microlepidotus, Ramphotyphlops spp, and V. gouldii,
and pointed in the remainder. Rounded perforatorium tip is a presumed synapomorphy
of Thecoglossa (=Varanidae + Serpentes, Lee, 1997), and may have been changed
independently to pointed in A. melanocephalus and N. sipedon.

Character 8. Perforatorium base plate: (0) absent, (1) present, (2) not applicable.
The perforatorium base plate is absent in C. hortulanus, Boiga irregularis, Stegonotus
cucullatus, Oxyuranus microlepidotus, Aspidites melanocephalus, and Ramphotyphlops
spp; and present in the remainder taxa (not applicable in Sphenodon punctatus). The

absence of the perforatorium base plate is a presumed synapomorphy of Serpentes.



Character 9. Perforatorium base plate shape. (0) knob-like, (1) stopper-like, (2)
not applicable.
The shape of the perforatorium base plate is stopper-like in B. c¢. amarali, E. cenchria,
and N. sipedon; knob-like in 1. iguana, T. merianae, and V. gouldii; and not applicable
in the remainder because the base plate is absent. The perforatorium base plate was
probably lost in ancestor of Serpentes and may have been changed to stopper-like in V.
sipedon.
Character 13. Electron dense structure inside the proximal centriole: (0) absent,
(1) present.
An electron dense structure inside the proximal centriole is absent in B. irregularis,
Nerodia sipedon, O. microlepidotus, and Tupinambis merianae, and present in B. c.
amarali, C. hortulanus, E. cenchria, S. cucullatus, A. melanocephalus, Iguana iguana,
and Varanus gouldii. The electron dense structure inside the proximal centriole was
presumably lost in the clade uniting Elapidae and Colubridae and may have been gained
secondarily in S. cucullatus.
Character 14. Dense collar: (0) absent, (1) present.
The dense collar is absent in /. iguana, T. merianae, V. gouldii, and S. punctatus; and
present in the remainder. The presence of the dense collar is a putative synapomorphy of
Serpentes.
Character 17. Mitochondria in oblique section. (0) columnar, (1) slightly curved,
(2) sinuous tubes.
Mitochondria are columnar in 7. merianae, V. gouldii, and I. iguana; rounded in S.
punctatus; and arranged as sinuous tubes in the remainder. Mitochondria arranged as
sinuous tubes in oblique section is a presumed synapomorphy of Serpentes.
Character 25. Fibers 3 and 8 at the anteriormost region of the principal piece. (0)
absent, (1) present.
These fibers are absent in B. irregularis, S. cucullatus, O. microlepidotus, A.
melanocephalus, T. merianae, V. gouldii, and S. punctatus; and present in the

remainder. The absence of fibers 3 and 8§ at the anteriormost region of the principal



piece is a presumed synapomorphy of Teiidae + Thecoglossa (=Varanidae + Serpentes,
Lee, 1997), and may have been gained independently in Boidae, N. sipedon, and
Ramphotyphlops spp (reversal).

Character 26. Multilaminar membranes: (0) absent, (1) present.
Multilaminar membranes are absent in /. iguana, T. merianae, V. gouldii, and S.
punctatus; and present in the remainder. The presence of multilaminar membranes is a
presumed synapomorphy of Serpentes.

Character 27. Extracellular microtubules: (0) absent, (1) present.
Extracellular microtubules are absent in /. iguana, T. merianae, V. gouldii, and S.
punctatus; and present in the remainder. The presence of the extracellular microtubules
is a presumed synapomorphy of Serpentes.

The mapping of sperm characters onto the morphological phylogeny (Fig. 4A)
indicated that the following characters can additionally be regarded as synapomorphic:

Character 8. Perforatorium base plate. (0) absent, (1) present, (2) not applicable.
The perforatorium base plate is absent in C. hortulanus, B. irregularis, S. cucullatus,
O. microlepidotus, A. melanocephalus, and Ramphotyphlops spp; and present in the
remainder (not applicable in S. punctatus). The presence of the perforatorium base
plate is a presumed synapomorphy of E. cenchria and B. c. amarali. The perforatorium
base plate was presumably lost in the ancestor of Serpentes and may have been gained
at least twice in this group (V. sipedon and in the clade uniting E. cenchria and B. c.
amarali).

Character 9. Shape of perforatorium base plate. (0) knob-like, (1) stopper-like,

(2) not applicable.
The shape of the perforatorium base plate is stopper-like in B. c. amarali, E. cenchria,
and N. sipedon; knob-like in 1. iguana, T. merianae, and V. gouldii; and not applicable in
the remainder because the base plate is absent. A stopper-like perforatorium base plate is
a presumed synapomorphy of E. cenchria and B. c. amarali.

The mapping of sperm characters onto the molecular phylogeny (Fig. 4B)

indicated that the following can additionally be regarded as synapomorphic:



Character 1. Ridge on acrosome surface. (0) absent, (1) present.

The ridge of acrosome surface is present in C. hortulanus, E. cenchria, N. sipedon,
L iguana, and V. gouldii; and absent in the remainder. The presence of a ridge on the
acrosome surface is a presumed synapomorphy of E. cenchria and C. hortulanus.

The mapping of sperm characters onto the morphological and molecular
phylogenies indicated that the evolution of three characters (18, 19, and 22)
could not be resolved unambiguously. Using the ACCTRAN method of character
reconstruction, which accelerates changes toward the root, maximizing early gains
and forcing subsequent reversals (Maddison & Maddison, 1992), we found two
presumed synapomorphies of Teiidae + Thecoglossa (=Varanidae + Serpentes, Lee,
1997): trapezoidal mitochondria in longitudinal section and irregular mitochondria in
transverse section. The fibrous sheath beginning at the level of mitochondrial tier 1
(Alethinophidia).

Characters that showed more homoplasy when mapped onto the morphological
phylogeny were: characters 1 (ridge on acrosome surface, CI = 0.20) and 25 (fibers 3
and 8 at the anteriormost region of principal piece, CI = 0.25) (Fig. 5B); followed by
characters 7 (tip of perforatorium, CI = 0.33) and 13 (electron dense structure inside
proximal centriole, CI = 0.33) (Fig. 5B). The mapping of sperm characters onto the
molecular phylogeny produced the same results, with the exception of characters 1 (CI
=0.25), 8, and 9 (CI = 0.40) (Fig. 5A). On the average, characters from the sperm head
had a smaller consistency index and a greater number of evolutionary steps relative
to characters from the flagellum, when mapped on both molecular and morphological
phylogenies (Table 3). Nevertheless, these differences were not statistically significant

(Table 3).

DISCUSSION
The sperm of species of Boidae we analyzed (Boa constrictor amarali, Epicrates
cenchria, and Corallus hortulanus) differ in the ridge on acrosome surface (present

in B. c. amarali, absent in E. cenchria and C. hortulanus), perforatorium base plate



(present/stopper-like in B. c. amarali and E. cenchria, absent in C. hortulanus), and
mitochondria shape in transverse section (rounded in E. cenchria and C. hortulanus,
irregular in B. c. amarali). The sperm tail of B. c. constrictor was described by Austin
(1965) and Hamilton & Fawcett (1968) and our observations on B. c. amarali tfully
agree with theirs, with the exception of character 26 (multilaminar membranes), which
was however considered as an artifact of fixation by Austin (1965). In addition, we
described nine characters of the sperm tail (11, 12, 16, 20-25) not recorded by those
authors. Tourmente et al. (2006) described the ultrastructure of the spermatozoa of B. c.
occidentalis, which differs from B. c. amarali in the shape of mitochondria in transverse
section (circular in B. ¢. occidentalis and irregular in B. c. amarali). Further, Tourmente
et al. (2006) were not able to observe the epinuclear lucent zone, perforatorium, and

perforatorium base plate.

Synapomorphies

The spermatozoa of Boa constrictor amarali, Epicrates cenchria, and Corallus
hortulanus presents the following features, which are considered synapomorphies of
Squamata (Healy & Jamieson, 1994; Harding et al., 1995; Jamieson, 1995b; Jamieson,
1999): a single wholly prenuclear perforatorium; loss of the endonuclear canal;
epinuclear lucent zone present; mitochondrial cristae linear; sinuous mitochondria;
intermitochondrial dense bodies present; fibrous sheath extends anteriorly into
midpiece; nuclear shoulders rounded; paracrystalline subacrosomal cone; midpiece
with axoneme, and not with centriole, forming the major axial component of this
region; distal centriole short; and reduction of the annulus. The reduction or loss of

the perforatorium base plate and epinuclear electron lucent zone, the presence of the
dense collar (neck cylinder), multilaminar membranes, and extracellular microtubules
observed by us corroborate synapomorphies of Serpentes recorded in previous works
(Harding et al., 1995; Oliver et al., 1996; Jamieson, 1999). We did not observe the great
elongation of the midpiece among boid snakes, a presumed synapomorphy of Serpentes

(Harding et al., 1995; Oliver et al., 1996; Jamieson, 1999). However, in our study the



midpiece was not wholly observed in electron microscopy longitudinal sections.
Independent evolutionary events or homoplasies

Homoplasy occurs when mapped characters are incongruous with a given phylogeny,
and can be measured by the consistency index (ci) for individual characters, and
ensemble values (CI) for cladograms (Kitching et al., 1998). Our results indicate no
difference in rates of evolution between regions of the spermatozoon. Conversely, in
the spermatozoa of Iguana iguana there is significantly more homoplasy and number
of evolutionary changes in sperm head than in tail or midpiece characters (Vieira et
al., 2004). Since the sperm head has the function of species-specific recognition of the
oocyte during fertilization, whereas the flagellum is simply a carrier of the head with
the genetic material, the first is expected to be more subject to evolutionary changes and

homoplasies.

Phylogeny of Boidae

In recent years, many studies investigated the phylogeny of Boidae. The morphological
analysis of Kluge (1991) indicated that Boa is more closely related to Acrantophis

and Sanzinia, two genera from Madagascar, than to the Neotropical genera Corallus,
Epicrates, and Eunectes. Using DNA sequence data from a portion of the mitochondrial
cytochrome b, Austin (2000) concluded that Boa is the sister taxon of a New World
clade of boines comprising Epicrates, Corallus, and Eunectes. More recently,

Burbrink (2005) re-examined the phylogeny of Boidae focusing on the placement of
Boa constrictor within the Boinae, using combined molecular (cytochrome b) and
morphological data. He rejected Kluge's hypothesis, because the data presented poor
statistical support with respect to inferring the position of B. constrictor, advancing that
Boa is more closely related to New World genera (Corallus, Eunectes and Epicrates)
than to other Old World genera (Acrantophis and Sanzinia). Our results, however,
indicate better agreement between sperm ultrastructure and morphological characters,

supporting Kluge’s (1991) arrangement.



Concluding remarks

The sperm ultrastructure of the boid genera Boa, Corallus, and Epicrates displays
previously recognized synapomorphies of Squamata. By mapping sperm characters

onto two contrasting phylogenies of Boidae, with the addition of a large number of
outgroup taxa, we identified presumed novel synapomorphies of Teiidae + Thecoglossa,
Thecoglossa, Serpentes, Elapidae + Colubridae, and Boidae. In addition, sperm
characters showed greater agreement with gross morphological than with molecular
characters. We also found no tendency for more homoplasies in the sperm head than in
the flagellum, as recorded in previous studies. The integration of comparative biology,
phylogenetic reconstruction, and evolution history can provide a better understanding of

the nature of variation in sperm ultrastructure characters.
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Table 1. List of qualitative characters of sperm ultrastructure and its states

Character '
1- Acrosome complex, ridge on acrosome surface
2- Acrosome complex, acrosome vesicle, subdivision
3- Acrosome complex, subacrosomal cone
4- Acrosome complex, acrosome vacuity subdivision
5- Acrosome complex, epinuclear lucent zone
6- Perforatorium, number
7- Perforatorium, tip
8- Perforatorium, base plate
9- Perforatorium, base plate shape
10- Nucleus, lacunae )
11- Neck region, stratified laminar structure
12- Neck region, stratified laminar structure projection
13- Neck region, electron dense structure inside the
Ii)roximal centriole )

4- Neck region, neck cylinder (dense collar)
15- Midpiece, ﬁfqers Jand 8
16- Midpiece, mitochondrial cristae )
17- Midpiece, mitochondria in oblique section .
18- Midpiece, mitochondrial shape 1n longitudinal section
19- Midpiece, mitochondrial shape in transverse section
20- Midpiece, dense bodies . o
21- Midpiece, intermitochondrial dense bodies in

transverse section

22- Midpiece, beginning of the fibrous sheath in the
midpiece

23- Midpiece, annulus
24- Midpiece, annulus shape

25- Principal piece, fibers 3 and 8 at the anteriormost

region
26- Multilaminar membranes
27- Extracellular microtubules

States

absent; (1) present.

absent; (1 1present. )
paracrystalline; (1) not paracrystalline.
absent; (1) present.

absent; (1) present.

two; (1) one.

pointed; (1) rounded. )

absent; (1) present; (2) not applicable.
knob-like; FI) stopper-like; (%I)) not applicable.
absent; (1) present; (2) not applicable.

absent; (1) present. )
unilateral; (1) bilateral; (2) not applicable.

(0) absent; (1) present.

absent; (1) present.

grossly enlarged; (1) not grossly enlarged.

concentric; {fz) linear. )

columnar; (1) slightly curved; (2) sinuous tubes; (3) rounded.
trapezoidal, l(? rounded ends; (2) columnar; ﬁ3) not applicable.
round or ovoidal; (1) irregular; (2) trapezmda .

solid; gl) %ranular; 2) not applicable. )

separated from the fibrous sheath by mitochondria; (1)

t to, fib th; (2 icable.
(JOLSXIS\E&SS n%tocil%l%lsd%?a;clatllé’r(él )(rrrll?}l)%p(%ligve of mitochondrial tier 3

(mi3); (2) level of mitochondrial tier 2 (mi2); (3) level of mitochondrial
tier 1 (mil); (4) before of mitochondrial tier 1; (5) level of the annulus;
56} not applicable.

wlelelelelelelolelolelo)

SOOOOOOoO

0) absent; (1) present.. . ) )
0) scythe-shaped; (1) irregular (ovoidal, small rod, linear, triangular);

(2) not applicable.
(0) absent; (1) present.

(0] sheent. {1} bresent




Table 2. Sperm ultrastructure character states for boids and outgroups, and their respective sources.

Taxon

Boidae - Boa constrictor amarali
Boidae - Corallus hortulanus

Boidae - Epicrates cenchria
Colubridae - Boiga irregularis
Colubridae - Nerodia sipedon
Colubridae - Stegonotus cucullatus
Elapidae - Oxyuranus microlepidotus
Pythonidae - Aspidites melanocephalus
Typhlopidae - Ramphotyphlops spp
Iguanidae - /guana iguana

Teiidae - Tupinambis merianae
Varanidae - Varanus gouldii

Sphenodontidae - Sphenodon punctatus

1
0

0000111110
1000111020
1000111110
0100111020
1170110110
0100111020
0100111020
0100710020
0101711027
1100110100
0100110101
1100111100
0010007222

2
0

1111112110
1111112100
1111112100
1101112100
1101112100
??11112100
0201112100
1111112100
7771112107
1110110220
1100110010
1110110011

0270103100

2
7

1311111
1311111
1311111
1411011
1311111
1311011
1411011
1611011
2411111
1211100
1011000
1211000

1511100

Source
Present work
Present work
Present work
(Jamieson, 1995b; Oliver et al., 1996)
(Jamieson & Koehler, 1994)
(Jamieson, 1995b; Oliver et al., 1996)
(Jamieson, 1995b; Oliver et al., 1996)
(Jamieson, 1995b; Oliver et al., 1996)
(Harding et al., 1995)
(Vieira et al., 2004)
(Tavares-Bastos et al., 2002)
(Jamieson, 1995b; Oliver et al., 1996)

(Healy & Jamieson, 1994)
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Table 3. Tree statistics of sperm head and flagellum characters, when mapped onto the

morphological (Kluge, 1991) and molecular (Austin, 2000) phylogenies of Boidae.
p g g phylog

Tree statistic by sperm region Morphological phylogeny Molecular phylogeny

Consistency index

Head (n=10) 0.70 £ 0.33 0.69 +0.33
Flagellum (n = 15) 0.49+0.39 0.49 +£0.39

ANOVAF 2.09 1.78

Number of ster?s 0.16 020
Head (n=10) 2.40 +1.51 2.50+£1.65
Flagellum (n=17) 2.00+£1.96 2.00 £1.96

ANOVAF 0.30 0.44

P 0.59 0.51

FIGURE LEGENDS

Figure 1. Diagram of the spermatozoon of Boa constrictor amarali in longitudinal
section and corresponding transverse section. Scales of various components are only

approximate. Scale bar 50 nm.

Figure 2. Spermatozoa of Epicrates cenchria, Boa constrictor amarali, and Corallus
hortulanus. A-H: Transmission electron micrographs of the head (acrosome complex
and nucleus). A-C: Longitudinal sections through the acrosome complex. A:
Longitudinal section through the acrosome of E. cenchria showing acrosome vesicle,
subacrosomal cone, perforatorium, stopper-like perforatorium base plate, nuclear
rostrum, nuclear shoulders, and flange of subacrosomal material. B: Detail of the
acrosome of E. cenchria showing epinuclear lucent zone and nuclear space (*). C:
Detail of the acrosome of C. hortulanus showing absence of base plate. D-H: Successive
transverse sections through the head. D: Transverse section through the acrosome

of B. c¢. amarali showing acrosome depressed. E-F: Transverse section through the



acrosome of C. hortulanus showing presence of perforatorium and epinuclear lucent
zone, respectively. G: Transverse section through the acrosome of E. cenchria showing
nuclear rostrum, subacrosomal cone and acrosome vesicle. H: Transverse section
through the nucleus of B. ¢. amarali. av, acrosome vesicle; et, epinuclear lucent zone; n,
nucleus; nr, nuclear rostrum; ns, nuclear shoulder; p, perforatorium; pb, perforatorium
base plate; sc, subacrosomal cone; sf: flange of subacrosomal material. A-F, H: scale bar

= 50 nm. G: scale bar = 100 nm.

Figure 3. Spermatozoa of Epicrates cenchria, Boa constrictor amarali, and Corallus
hortulanus. A-M: Transmission electron micrographs of the tail (neck region,

midpiece, principal piece, and endpiece). A-E: Longitudinal section of the midpiece.

A: Longitudinal section of the neck region of E. cenchria showing nucleus, nuclear
fossa, distal centriole, dense collar (neck cylinder), axoneme, fibrous sheath, and
mitochondria. B: Detail of the midpiece of C. hortulanus showing mitochondria, dense
body, fibrous sheath, and axoneme. Note the multilaminar membrane (*). C: Detail

of the neck region of B. c. amarali showing central dense body (*), outpouching of
multilaminar membranes, dense collar (neck cylinder), bilateral stratified laminar
structure, pericentriolar material, and distal centriole. D: Detail of the neck region of C.
hortulanus showing proximal centriole. E: Longitudinal section of the midpiece of B.

c. amarali showing presence of annulus. F: Oblique section of the tail of E. cenchria
showing central dense body (*), and mitochondrial arrangement. G-M: Successive
transverse sections through the neck region, midpiece, principal piece, and end piece.
G: Transverse section through the distal centriole of E. cenchria showing pair of central
microtubules, nine triplets of microtubules, nine peripheral fibers, dense collar (neck
cylinder), and presence of the multilaminar membrane (*). H-J: Transverse section
through the axoneme of C. hortulanus, B. c. amarali, and E. cenchria, respectively,
showing the fibrous sheath, mitochondria, peripheral fibers 3 and 8 (arrow), extracellular
microtubules, dense body, and cytoplasm. Note in I presence of extracellular

microtubules. K-L: Transverse section anterior (B. ¢. amarali) and posterior region (E.



cenchria) of principal piece, respectively. K: Anterior region showing peripheral fibers
3 and 8 (arrow), cytoplasm, and extracellular microtubules. L: Posterior region showing
extracellular microtubules. M: Transverse section of the end piece of C. hortulanus. a

, axoneme; an, annulus; cy, cytoplasm; db, dense body; dc, distal centriole; fs, fibrous
sheath; Is, stratified laminar structure; m, mitochondria; mt, extracellular microtubules;
n, nucleus; nc, neck cylinder (dense collar); nf, nuclear fossa; op, outpouching of
multilaminar membranes; pc, proximal centriole; pcm, pericentriolar material. A-B, F:
scale bar = 100 nm; C-E, H, M: scale bar = 50 nm; G, I-L: scale bar = 20 nm.

Figure 4. Unambiguous transformations of sperm ultrastructure characters when
mapped onto (A) morphological phylogeny of boids based on Kluge (1991) and (B)
molecular phylogeny of boids based on Austin (2000). Outgroup relationships based on
Kluge (1993), Vidal & Hedges (2004), and Lee (2005).

Figure 5. Consistency index of 27 sperm ultrastructure characters when mapped onto
the molecular (Austin, 2000) (A) and morphological (Kluge, 1991) (B) phylogenies of
Boidae, according to their topological position on the spermatozoon. Character names

are in Table 1.



Anexo II1

Lista de caracteres



Anexo III: Lista de caracteres e seus estados.

1- Complexo acrossomal, protuberancia unilateral da vesicula acrossdmica ao nivel do cone subacrossomal: (0) ausente; (1) presente.
2- Complexo acrossomal, espaco unilateral entre a vesicula acrossomica e o cone subacrossomal: (0) ausente; (1) presente.

3- Complexo acrossomal, subdivisdo da vesicula acrossomica: (0) ausente; (1) presente.

4- Complexo acrossomal, forma na regido mais anterior: (0) circular; (1) achatada.

5- Complexo acrossomal, cone subacrossomal: (0) paracristalino; (1) ndo paracristalino.

6- Complexo acrossomal, espago entre vesicula acrossdmica e perforatorio: (0) ausente; (1) presente.

7- Complexo acrossomal, zona epinuclear lucida: (0) ausente; (1) presente.

8- Complexo acrossomal, nimero de perforatério: (0) dois; (1) um.

9- Complexo acrossomal, ponta do perforatorio: (0) afilada; (1) arredondada; (2) quadrada.

10- Complexo acrossomal, placa basal do perforatorio: (0) ausente; (1) presente; (2) ndo aplicavel.

11- Complexo acrossomal, forma da placa basal do perforatorio: (0) arredondada; (1) semelhante a um quadrado; (2) ndo aplicavel.
12- - Canal endonuclear: (0) ausente; (1) presente.

13- Nucleo, lacuna: (0) ausente; (1) presente; (2) ndo aplicavel.



14- Regido do pescocgo, estrutura laminar estratificada: (0) ausente; (1) presente.

15- Regido do pescoco, projecao da estrutura laminar estratificada: (0) unilateral; (1) bilateral; (2) ndo aplicavel.
16- Regido do pescoco, estrutura eletron-densa no centriolo proximal: (0) ausente; (1) presente.

17- Regido do pescoco, colar denso: (0) ausente; (1) presente.

18- Peca intermedidria, fibras 3 e 8 no meio da peca intermedidria: (0) muito espessas; (1) espessas.

19- Pega intermediaria, principal componente axial: (0) centriolar; (1) axonemal.

20- Peca intermedidria, cristas mitocondriais: (0) concéntrica; (1) linear.

21- Peca intermedidria, forma da mitocondria em corte obliquo: (0) colunar; (1) tubulos sinuosos; (2) arredondada, (3) tibulos retos ndo

colunares.

22- Peca intermedidria, forma da mitocondria em corte longitudinal: (0) arredondada; (1) colunar; (2) irregular.
23- Peca intermedidria, forma da mitocondria em corte transversal: (0) arredondada; (1) irregular; (2) trapezoéide.
24- Peca intermedidria, aspecto dos corpos densos: (0) solido; (1) granular.

25- Peca intermedidria, localizacdo dos corpos densos: (0) intramitocondrial; (1) intermitocondrial.

26- Peca intermedidria, corpos densos em corte transversal: (0) corpos densos localizados parcialmente entre mitocondrias e bainha fibrosa; (1)

corpos densos e mitocondrias justapostos a bainha fibrosa; (2) ndo aplicavel.



27- Peca intermedidria, bainha fibrosa: (0) ausente na peg¢a intermediaria; (1) presente na pega intermediaria.

28- Regido do pescogo, centriolo distal: (0) circundado apenas por colar denso; (1) circundado por colar denso e mitocdndrias; (2) circundado por

mitocondrias e/ou corpos densos.

29- Peca intermedidria, inicio da bainha fibrosa: (0) nivel da quarta mitocondria; (1) nivel da segunda mitocondria; (2) nivel da primeira

mitocondria; (3) antes da primeira mitocondria; (4) nivel do anulos; (5) ndo aplicavel

30- - Peca intermedidria, anulos: (0) ausente; (1) presente.

31- Peca intermediaria, forma do anulos: (0) triangular, (1) linear; (2) arredondado; (3) trapezoide.
32- Peca principal, fibras 3 e 8 no inicio da peca principal: (0) ausente; (1) presente.

33- Membranas multilaminares: (0) ausente; (1) presente.

34- Microtibulos extracelulares: (0) ausente; (1) presente.

35- Forame pré-maxilar palatal: (0) presente; (1) ausente.

36- Forame pré-maxilar lateral: (0) presente; (1) ausente.

37- Contato entre a pré-maxila e maxila (0) sutural; (1) ndo sutural.

38- Protuberancia alveolar da maxila: (0) continuo; (1) voltado para cima na extremidade anterior.

39- Processo dorsal da maxila: (0) no ponto médio da maxila ou a frente; (1) atras do ponto médio da maxila.



40- Processo dorsal da maxila estende-se: (0) dorsomedialmente; (1) dorsolateralmente.

41- Processo posterior da maxila: (0) longo; (1) curto.

42- Lacrimal: (0) presente; (1) ausente.

43- Lacrimal: (0) separado do pré-frontal; (1) fundido ao o pré-frontal.

44- Forame lacrimal: (0) tnico; (1) duplo.

45- Forame lacrimal: (0) ao menos parcialmente circundado pelos elementos faciais; (1) inteiramente dentro do pré-frontal.
46- Jugal: (0) presente; (1) ausente.

47- Jugal: (0) ndo estendido anteriormente até o ponto médio da drbita; (1) estendido anteriormente até o ponto médio da orbita.
48- Nasais: (0) pareados; (1) fundidos.

49- Contato entre o nasal e pré-frontal: (0) presente; (1) ausente.

50- Regido nasal: (0) ndo retraido; (1) ligeiramente retraido; (2) muito retraido.

51- Margem orbital do pré-frontal: (0) lisa; (1) rugosa.

52- Frontal : (0) Gnico; (1) pareado.

53- Frontal: (0) com a margem lateral continua ou fracamente concava; (1) com a margem lateral muito concava.



54- Borda frontal circundada pelo nasal: (0) ausente; (1) presente.

55- Delineacao superficial da sutura frontoparietal e nitidez da interdigitagdo: (0) nitidamente interdigitada; (1) essencialmente uma linha

transversa; (2) frontal invadindo o parietal; (3) frontais posterolateralmente circundados pelo parietal
56- Frontal: (0) penetra na margem dorsal da orbita; (1) excluido da margem dorsal da orbita.

57- Pos-frontal: (0) longo; (1) curto; (2) ausente.

58- Pos-frontal no adulto: (0) separado; (1) fundido ao pos-orbital.

59- Pos-orbital medialmente: (0) ndo bifurcado; (1) bifurcado.

60- Ossificagdo palpebral: (0) ausente; (1) presente.

61- Pos-orbital: (0) presente; (1) ausente.

62- Processo ventral do pos-orbital: (0) longo; (1) curto.

63- Margem posterior da orbita: (0) completa; (1) com um pequeno espago; (2) com um grande espaco.
64- Parietal (is): (0) pareados; (1) fundidos.

65- Aba do parietal: (0) presente; (1) ausente.

66- Parietal: (0) metade do comprimento do cranio ou mais curto do que a metade do comprimento do cranio; (1) mais longo do que a metade do

comprimento do cranio.



67- Forame pineal: (0) presente; (1) ausente.

68- Forame pineal: (0) dentro do parietal; (1) na sutura do frontoparietal; (2) dentro do frontal.

69- Origem dos musculos adutores da mandibula: (0) restrito a superficie ventral do parietal; (1) invade a supertficie dorsal do parietal.
70- Supra-occiptal: (0) exposto na vista dorsal pelo parietal; (1) escondido na vista dorsal pelo parietal.
71- Processo posterolateral do parietal: (0) nitido; (1) curto ou ausente.

72- Arco supratemporal: (0) completo; (1) imcompleto.

73- Jugal: (0) sem contato com o squamosal; (1) em contato com o squamosal.

74- Squamosal: (0) presente; (1) ausente.

75- Processo dorsal do squamosal: (0) presente; (1) ausente.

76- Fenestra supratemporal: (1) ndo restringida pelo pos-orbital; (1) restringida pelo pds-orbital.

77- Fenestra supratemporal: (0) ndo limitada pelo pds-frontal; (1) limitada pelo pds-frontal.

78- Supratemporal. (0) ausente; (1) presente.

79- Supratemporal: (0) na superficie dorsolateral do parietal; (1) na superficie ventrolateral do parietal.

80- Supratemporal: (0) confinado no teto do cranio; (1) forma parte do processo para-occipital e/ou caixa craniana.



81- Supratemporal: (0) menos que a metade da largura méxima do cranio; (1) ao menos a metade da largura maxima do cranio.

82- Quadrato: (0) monimostilico; (1) estreptostilico e suspenso do supratemporal, squamosal, e opistélico; (2) suspenso principalmente do

supratemporal; (3) suspenso principalmente do opistélico; (4) suspenso principalmente do esquamosal.

83- Quadrato: (0) muito inclinado anteriormente, quase horizontal; (1) inclinado ligeiramente anteroventralmente; (2) posicionado verticalmente;

(3) inclinado posteroventralmente.

84- Crista timpanica no quadrato: (0) muito desenvolvida; (1) pouco desenvolvida; (2) ausente.
85- Quadrato: (0) com rotacao anteromedial; (1) sem rotagdo anteromedial.

86- Fenestra orbitonasal: (0) larga; (1) estreita.

87- Processo ventromedial da parte final do frontal: (0) livre ventralmente; (1) adjacentes ou suturado um ao outro abaixo do trato olfatorio; (2)

em contato com o parabasesfenoide.

88- Orbitoesfendide: (0) ausente; (1) presente.

89- Crescimento em profundidade do parietal: (0) ausente ou curto; (1) proeminente.

90- Crescimento em profundidade do parietal: (0) pontudo ventralmente; (1) semelhante a uma lamina.
91- Processo alar no prooético: (0) ausente; (1) presente.

92- Crescimento em profundidade do parietal: (0) livre ventralmente; (1) em contato com o parabasisfenoide; (2) contato com o orbitoesfendide.



93- Forame otico: (0) ndo circundado por osso; (1) circundado pelo frontal; (2) fcircundado pelo orbitoesfenoide; (3) circundado pelo frontal e

parietal; (4) circundado pelo frontal, parietal, e paraesfendide.

94- Cavidade anterior do cérebro: (0) assoalho ndo 6sseo; (1) assoalho composto pelo ortoesfenodide; (2) base composta pelo processo cultriforme

largo do paraesfenoide.

95- Forame trigeminal: (0) aberto anteriormente; (1) circundado anteriromente pelo parietal; (2) circundado anteriormente pelo orbotoesfendide e

parabasisfenodide.

96- Processo alar do prootico: (0) direcionado dorsalmente; (1) direcionado anterodorsalmente.

97- Crista prodtica: (0) bem desenvolvida; (1) reduzida.

98- Inclusdo da veia lateral da cabeca no canal formado pela continuagdo anteroventral da crista prootica: (0) inclusa ; (1) ndo inclusa.
99- Forame hipoglossal: (0) bem separado do forame vago: (1) fechado ou confluente com o forame vago.

100- Recesso occipital lateralmente: (0) aberto; (1) fechado.

101- Capsula o6tica lateralmente: (0) ndo expandida; (1) expandida.

102- Columela: (0) pouco desenvolvida, base pequena; (1) robusta, base grande

103- Base estapedial (0) ndo circundada (1) circundada por abas Osseas projetas da superficie lateral da caixa craniana.

104- Processo basispterigdide: (0) longo; (1) curto.



105- Faceta articular do processo basispterigédide: (0) subcircular; (1) anteroposteriormente alongada.
106- Localizagdo da tubera basal: (0) posterior; (1) anterior.

107- Abertura posterior do canal Vidian: (0) dentro do basisfendide; (1) na sutura do basisfenoide e prodtico; (2) entre o prodtico e a ossificagdo

epifiseal na regido da tubera basal.

108- Abertura posterior do canal Vidian: (0) situada enfrente do final anterior do basisfendide; (1) situada proximo no final posterior do

basisfenode.

109- Crista tuberalis: (0) pouco desenvolvida; (1) alargada

110- Fossa pos-temporal: (0) presente; (1) reduzida; (2) ausente.

111- Supraoccipital: (0) situado ventralmente ou posteroventralmente ao parietal; (1) situado no mesmo nivel do parietal.
112- Exoccipital no adulto: (0) separado do opistotico; (1) fundido ao opistotico

113- Condilo occipital: (0) unico; (1) duplo.

114- Septomaxila: (0) extensivamente suturada a maxila; (1) ndo suturada a maxila.

115- Aba medial na septomaxila: (0) curta; (1)longa; (2) ndo aplicavel.

116- Cobertura do 6rgao de Jacobson pela septomaxila: (0) achatado; (1) abaulado.

117- Abertura do 6rgdo de Jacobson: (0) confluente com a coana; (1) separado da coana pelo vomer e maxila; (2) separado pelo vomer e



septomaxila.
118- Vomer : (0) pareados; (1) fundidos.

119- Vomer : (0) sem contato extensivo com a maxila atras do 6rgdo de Jacobson: (0) em contato extensivo com a maxila atras do 6rgdo de

Jacobson.

120- Vomer: (0) menos que a metade do comprimento da maxila; (1) ao menos a metade do comprimento da maxila.
121- Vomer: (0) em forma de lamina; (1) arredondado.

122- Vomer: (0) anterior ou anteromedial ao palatino; (1) inteiramente medial ao palatino.

123- Palato secundario: (0) presente; (1) ausente.

124- Contato entre palatino e vomer: (0) curto; (1) longo.

125- Contato entre o palatino e o vomer: (0) imével; (1) movel.

126- Palatino: (0) tdo longo quanto o vomer; (1) metade do comprimento do vomer; (2) curto anteroposteriormente (muito mais curto que o

vomer); (3) longo anteroposteriormente (muito mais longo que o vomer)
127- Espaco interpterigoide: (0) estendendo-se entre os palatinos; (1) ndo estendendo-se entre os palatinos.
128- Palatino: (0) sem processo medial distinto; (1) com processo medial distinto.

129- Sulco coanal no palatino: (0) curto ou ausente; (1) longo.



130- Contato entre ectopterigdide e palatino: (0) ausente; (1) presente.

131- Fenestra suborbital: (0) grande; (1) pequena; (2) ausente.

132- Recesso piriforme: (0) aberto e largo; (1) aberto e estreito; (2) fechado pelo parasfendide.
133- Contato ente o pterigdide e vomer: (0) presente; (1) ausente.

134- Pterigdide: (0) com depressao triangular na face ventral, estendendo-se da fenestra suborbital a articulagdo palatobasal; (1) sem depressao

triangular na face ventral, estendendo-se da fenestra suborbital a articula¢do palatobasal.

135- Processo anterior (palatino) do pterigdide: (0) gradualmente une-se ao processo transverso (ectopterigéide); (1) ¢ distinto do processo

transverso (ectopeterigoide).

136- Processo anterolateral do pterigdide estendendo-se ao longo da margem lateral do palatino: (0) ausente; (1) presente.

137- Epipteritgdide: (0) presente; (1) ausente.

138- Sinfise mandibular: (0) rigida; (1) mével.

139- Forame mental no dentario: (0) trés ou mais; (1) dois ou menos.

140- Dental na vista lateral: (0) com margem dorsal (alveolar) continua; (1) com margem dorsal (alveolar) concava.

141- Processo posterodorsal do dentario estendendo-se na superficie lateral do processo coronoide: (0) grande; (1) pequeno; (2) ausente.

142- Canal de Meckel: (0) sulco aberto; (1) junto a borda do dentdrio em contato sutural; (2) junto a borda do dentério totalmente fundidos.



143- Extremidade anterior do canal de Meckel: (0) na margem anteroventral do dentario; (1) na superficie medial do dentario.

144- Septo intramandibular do dentario: (0) ndo aproxima-se da posi¢do mais posterior do dente; (1) aproxima-se ou atinge a regido mais

posterior da posi¢ao do dente.

145- Saliéncia subdental: (0) grande; (1) pequena; (2) ausente.

146- Margem posterior da superficie lateral do dentario: (0) sem orificio; (1) com orificio raso; (2) com orificio profundo.
147- Principal suporte do dentario: (0) pelo corondide, surangular e pré-articular; (1) pelo pré-articular; (2) pelo surangular.
148- Esplenial: (0) grande; (1) pequeno; (2) ausente.

149- Esplenial: (0) sobrepde-se com o angular; (1) contato abrupto com o angular, onde o esplenial abriga o angular; (2) contato abrupto com o

angular, onde o esplenial ¢ abrigado pelo angular.

150- Extremidade anterior do esplenial: (0) na margem ventral do dentario; (1) na superficie medial do dentario.
151- Contato entre o esplenial e o dentario: (0) longo; (1) reduzido.

152- Processo anteromedial do corondide: (0) longo; (1) curto.

153- Processo anterolateral do coronoide: (0) ausente; (1) presente.

154- Corondide: (0) contacta o esplenial; (1) ndo contacta o esplenial.

155- Margem ventral do coronoide: (0) continua e convexa; (10) concava.



156- Osso composto formado pelo surangular, pré-articular, e articular: (0) ausente; (1) presente.

157- Surangular: (0) estende-se medialmente a superficie do dentério terminado em um ponto; (1) estende-se medialmente a superficie do
dentario terminando com um final cego; (2) termina com um final cego mas ndo estende-se até a parte medial do dentario; (3) estende-se até a

superficie lateral do dentario e termina em um ponto.

158- Surangular: (0) sem aba dorsal sobrepondo a parte posterior do processo corondide; (1) com aba dorsal sobrepondo a parte posterior do

processo coronoide.

159- Angular: (0) presente; (1) ausente .

160- Angular: (0) com larga exposi¢do na face medial da mandibula; (1) com estreita ou sem exposi¢cdo na face medial da mandibula.
161- Processo angular digitiforme: (0) presente; (1) ausente.

162- Pré-articular: (0) ndo estende-se anteriormente além da (s) posi¢ao (0es) de dente do dentario; (1) estende-se anteriormente além da (s)

posicao (des) de dente do dentério.

163- Crista pré-articular: (0) ausente; (1) moderadamente bem desenvolvida; (2) proeminente.
164- Fossa adutora: (0) dorsomedial; (1) dorsal.

165- Fossa adutora: (0) estreita transversalmente; (1) inflada transversalmente.

166- Articular: (0) fundido com o pré-articular e surangular; (1) fundido com o pré-articular; (2) separado.



167- Processo retroarticular: (0) alinhado com restante da mandibula; (1) contrabalanceado medialmente.

168- Processo retroarticular: (0) estende-se posteriormente de forma continua; (1) estende-se posteriomedialmente; (2) reduzido e nodoso.
169- Superficie dorsal do processo retroarticular: (0) com fossa ou sulco; (1) concava lisa.

170- Margem dorsomedial do processo retroarticular: (0) lisa; (1) com tubérculo distinto ou aba.

171- Processo retroarticular: (0) estreito distalmente; (1) largo distalmente.

172- Processo retroarticular: (0) ndo torcido posteriormente; (1) torcido posteriormente.

173- Implantacdo dentaria: (0) acrodonte; (1) pleurodonte labial; (2) pleurodonte (totalmente) modificado; (3) dente incluso no saco alveolar.
174- Plicidentina: (0) ausente; (1) presente.

175- Coroa dentéria: (0) sem espaco; (1) separada por largo espago.

176- Reposicdo dentéria posicionada: (0) lingual a dente funcional; (1) posterolingual a dente funcional; (2) ausente.

177- Pontos de reabsor¢do: (0) grande, estendendo até a coroa dentaria; (1) pequeno, restrito ao osso do anexo a base do dente; (2) grande,

restrito a altura da base do dente composto de anexo 0sseo.
178- Reposicdo dentéria: (0) emerge no lado direito; (1) emerge horizontalmente.
179- Dente da pré-maxila: (0) cinco ou mais; (1) quatro ou menos.

180- Dente medial da pré-maxila: (0) ausente; (1) presente.



181- Dente medial da pré-maxila: (0) ndo espesso; (1) espesso.

182- Dente na pré-maxila: (0) similar no tamanho ao dente maxilar anterior; (1) distintamente menor do que o dente maxilar anterior.
183- Posigoes dos dentes maxilares: (0) treze ou mais; (1) doze a nove; (2) oito ou menos.

184- Posigoes dos dentes (0) treze ou mais; (1) doze a nove; (2) oito ou menos.

185- Dente no palatino: (0) presente; (1) ausente.

186- Dente no palatino: (0) pequeno; (1) similiar ao tamanho do dente marginal.

187- Dente no pterigoide: (0) presente; (1) ausente.

188- Dente do ovo: (0) tnico; (1) pareado.

189- Centra: (0) ndo constrangido; (1) ligeiramente constrangido; (2) muito constrangido; (3) enfrente ao condilo.
190- Condilos vertebrais: (0) posterior; (1) ligeiramente dorsal; (2) dorsal.

191- Forma dos condilos vertebrais na regido média dorsal: (0) oval; (1) arredondado.

192- Centra: (0) notocordal; (1) ndo notocordal.

193- Processos espinhais: (0) processo longo; (1) protuberancia pequena.

194- Zigostfeno-zigantrum: (0) ausente; (1) presente com a superficie posicionada latero-dorsalmente; (2) presente com superficie posicionada

ventrolateralmente.



195- Intercentra dorsal: (0) presente; (1) ausente.

196- Vértebras pré-sacrais: (0) 22 ou menos; (1) 23 a 25; (2) 26; (3) 27 A 50; (4) 50 A 119; (5) 120 ou mais.
197- Vértebras cervicais: (0) sete ou menos; (1) oito; (2) nove ou mais.

198- Aba dorsoposterior no arco neural do atlas. (0) presente; (1) ausente.

199- Intercentral cervical: (0) ndo suturado nem fundido ao centrum precedente; (1) suturado ao centrum precedente; (2) fundido ao centrum

precedente.

200- Intercentra cervical: (0) nem suturado nem fundido ao centrum seguinte; (1) suturado ao centrum seguinte; (2) fundido ao centrum seguinte.
201- Processo transverso caudal: (0) tnico em varios caudais; (1) duplo em vérios caudais.

202- Processo transverso caudal: (0) duas pontas convergem distalmente; (1) diverge distalmente.

203- Processo transverso caudal: (0) projetado lateralmente ou posterolateralmente; (1) projetado anterolateralmente.

204- Septo de autotomia caudal: (0) presente; (1) ausente.

205- Septo de autotomia caudal: (0) anterior ou dentro do processo transverso; (1) posterior ao processo transverso.

206- Pedestais na vértebra caudal para “chevron” (0) pouco desenvolvido; (1) proeminente.

207- Articulagdo do “chevron”: (0) com centra caudal; (1) fundida a centra caudal.

208- “Chevron” caudal: (0) posicionado na margem posteroventral do centrum; (1) posicionado em frente & margem posteroventral do centrum.



209- Primeira costela: (0) na terceira vértebra cervical; (1) na quarta vértebra cervical.

210- Extremidade final da costela: (0) sem pseudotubérculo anteroventral; (1) com pseudotubérculo anteroventral.

211- Extremidade proximal da costela: (0) sem pseudotubérculo posteroventral; (1) com pseudotubérculo posteroventral.
212- Linfapofise: (0) ausente; (1) presente.

213- Scapulocoracoide: (0) grande; (1) reduzido; (2) ausente.

214- Emarginagdes na borda anterodorsal da escépula: (0) ausente; (1) presente.

215- Emarginagao na coracoide anterior: (0) ausente; (1) presente.

216- Emarginagao na coracoide posterior: (0) ausente; (1) presente.

217- Clavicula: (0) presente; (1) ausente.

218- Clavicula: (0) segue a margem anterior do escapulo-coracoide; (1) curva anteriormente a partir do escapulo-coracoéide.
219- Clavicula: (0) arredondada; (1) expandida proximalmente com a lacuna proximal ou fenestra.

220- Interclavicula: (0) presente; (1) ausente.

221- Interclavicula: (0) em forma de cruz; (1) arredondado simples.

222- Processo anterior da interclavicula: (0) curto ou ausente; (0) longo.



223- Esterno ossificado: (0) presente; (1) ausente.

224- Fontanela esterna: (0) ausente; (1) presente

225- Pares de conexdes das costelas ao esterno: (0) cinco; (1) quatro; (2) trés; (3) dois ou menos.

226- inscrigao pos-xifisternal das costelas: (0) ndo unidos; (1) um ou mais pares unidos ao longo da linha média ventral.
227- Membros anteriores: (0) grande; (1) pequeno ou ausente.

228- Forame ectepicondilar do imero: (0) presente; (1) ausente.

229- Pelve: (0) grande; (1) reduzida; (2) ausente.

230- Elementos pélvicos: (0) co-ossificado em um unico o0sso; (1) muito suturados um ao outro; (2) pouco unidos em um contato nao sutural.
231- Lamina sacral do ilio: (0) com processo anterior; (1) sem processo anterior.

232- Tubérculo pubico: (0) na extremidade posterodorsal da pubis; (2) na haste da pubis.

233- Membros posteriores: (0) bem desenvolvidos; (1) rudimentares ou ausentes.

234- Fémur: (0) fragil; (1) forte.

235- Astragalos no calcaneo: (0) fundidos no adulto; (1) separados no adulto.

236- Osteodermes dorsais do corpo: (1) ausente; (1) presente.



237- Osteodermes ventrais do corpo: (0) ausente; (1) presente.

238- Osteodermes craniais separaveis: (0) ausente; (1) presente na periferia do teto do cranio; (2) presente em toda teto do cranio.
239- Osteodermes craniais separaveis: (0) poucas e grandes; (1) varias e pequenas.

240- Osteodermes craniais separaveis: (0) firmemente conectadas ao teto do cranio; (1) fracamente conectadas ao teto do cranio.

241- Rugosidades no teto do cranio formado pela sobreposi¢do de escamas cefalicas: (0) ausente; (1) com padrao vermiculado; (2) sem padrio

vermiculado.

242- Ossiculos esclerais: (0) presentes; (1) ausentes.

243- Ossiculos esclerais: (0) 15 ou mais; (1) 14; (2) 13 ou menos.

244- Forma dos ossiculos esclerais: (0) complexo e irregular; (1) quadrado.

245- Segundo epibranquial no esqueleto hidide: (0) presente; (1) ausente.

246- Segundo ceratobranquial no esqueleto hioide: (0) presente; (1) ausente.

247- Epifises no cranio e esqueleto axial: (0) presente; (1) ausente.

248- Epifises: (0) ao mesmo tempo ou depois da fusdo dos elementos do cranio; (1) antes da fusdao dos elementos do cranio.
249- Ossos pos-cloacais: (0) ausente; (1) presente.

250- Abas mediais ventrais do frontal, separado do trato olfatorio: (0) ausente; (1) presente.



251- Processo ascendente cartilaginosos do supraoccipital: (0) presente; (1) ausente.
252- Processo dentigero posterior do dentario alongado: (0) ausente; (1) presente.

253- Pelve (quando presente): (0) externa a caixa toraxica, contato sacral geralmente presente; (1) localiza-se dentro do caixa tordxica, contato

sacral ausente.

254- Fémur: (0) bem desenvolvido; (1) pequeno; (2) vestigial ou ausente.

255- Tibia, fibula, astragalus, e calcaneo: (0) presente; (1) ausente.

256- Palatino: (0) pequeno e largo; (1) estreito e longo.

257- Processo anterior sustentador de dente do palatino: (0) ausente; (1) presente.
258- Processo dentigero: (0) ausente; (1) presente.

259- Processo supra-estapedial do quadrato: (0) presente; (1) ausente.

260- 1284: fragmento ribossomal 128S.

1285- 2557: fragmento ribossomal 16S.

2558-3313: fragmento nucleart C-mos
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Boa constrictor e ¢ B o o N - N« - N
Corallus hortulanus - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Epicrates spp B T A O
Micrurus spp e
Oxyuranus microlepidotus .o oo oL Lo R L
Bothrops spp S- oo Lo oL oL L oo L oo oo ... ... ... .. .44 .46 CCTAGCC - - - oo
Boiga spp B € A O O A N O O
Sibynomorphus mikanii e,
Nerodia sipedon A A CCTOCCTATTATCT CTTCACT CTCTCTCTAATTATATCATGTCAAGT CT CTT CT CT CTCACAACAGT G A
Stegonotus cucullatus - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
 spp - - - - - - - - - . . . . . AGATACCC -TACTA AT - - - - - - - - GCCTAGTC CC - - - - - - - - - .
Lialis burtonis - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Tupinambis spp - ACATAAC - - - - - C G - - - - - A G T CT - - - A A CAAAGA - - -
Varanus gouldii s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e,
Heteronotia binoei F e T
Iguana iguana - - - - - - - - - - - - - - T A A C A C G A C - - - - A C CCcCcTOCCC - - - - - - - - - A C A T C G G T - -
Sphenodon punctatus AACTTACT GTTATCTTAACTT CTTAAATTATCATCATGTCAAGTATT CAGT CATCATCTCAGT G A

Amphisbaena alba

Pachyrhachis problematicus
Dinilysia patagonica




Liotyphlops spp
Typhlops spp
Ramphotyphlops spp
Leptotyphlops spp
Anilius scytale
Acrochordus spp
Cylindrophis ruffus

Tropidophis spp

Python spp

Aspidites melanocephalus
Boa constrictor

Corallus hortulanus
Epicrates spp

Micrurus spp

Oxyuranus microlepidotus
Bothrops spp

Boiga spp
Sibynomorphus mikanii
Nerodia sipedon
Stegonotus cucullatus

Oxyrhopus spp

Varanus gouldii
Heteronotia binoei

Iguana iguana

Sphenodon punctatus
Amphisbaena alba
Pachyrhachis problematicus

Liotyphlops spp
Typhlops spp
Ramphotyphlops spp
Leptotyphlops spp
Anilius
Acrochordus spp
Cylindrophis ruffus

tale

Tropidophis spp

Python spp

Aspidites melanocephalus
Boa constrictor

Corallus hortulanus
Epicrates spp

Micrurus spp

Oxyuranus microlepidotus
Bothrops spp

Boiga spp
Sibynomorphus mikanii
Nerodia sipedon
Stegonotus cucullatus
Oxyrhopus spp
Xenopholis
Lialis burtonis

scalaris

Tupinambis spp
Varanus gouldii
Heteronotia binoei
Iguana iguana
Sphenodon punctatus
Amphisbaena alba
Pachyrhachis problematicus
Dinilysia patagonica




Liotyphlops spp
Typhlops spp
Ramphotyphlops spp
Leptotyphlops spp
Anilius
Acrochordus spp
Cylindrophis ruffus

tale

Tropidophis spp

Python spp

Aspidites melanocephalus
Boa constrictor

Corallus hortulanus
Epicrates spp

Micrurus spp

Oxyuranus microlepidotus
Bothrops spp

Boiga spp
Sibynomorphus mikanii
Nerodia sipedon
Stegonotus cucullatus
Oxyrhopus spp
Xenopholis
Lialis burtonis

scalaris

Tupinambis spp
Varanus gouldii
Heteronotia binoei
Iguana iguana
Sphenodon punctatus
Amphisbaena alba
Pachyrhachis problematicus
Dinilysia patagonica

Liotyphlops spp
Typhlops spp
Ramphotyphlops spp
Leptotyphlops spp
Anilius scytale
Acrochordus spp
Cylindrophis ruffus

Tropidophis spp

Python spp

Aspidites melanocephalus
Boa constrictor

Corallus hortulanus
Epicrates spp

Micrurus spp

Oxyuranus microlepidotus
Bothrops spp

Boiga spp
Sibynomorphus mikanii
Nerodia sipedon
Stegonotus cucullatus
Oxyrhopus spp
Xenopholis
Lialis burtonis

scalaris

Tupinambis spp
Varanus gouldii
Heteronotia binoei
Iguana iguana
Sphenodon punctatus
Amphisbaena alba
Pachyrhachis problematicus
Dinilysia patagonica

----------- AAAACACG = CA - - - = = = = o oo oo s oo oo oLl UATTAAACTAC - - - - e e e oo ool
----------- ATAAAACAACA - - « = = = = o o o oo oot o oo ool UATAAAATAAC - - - - e e e oo ool




< = - = = 3 o 3 3 %
@ =Y 3 *® ° S = &} @ b
S S S S S S oS S S S

Liotyphlops spp
Typhlops spp
Ramphotyphlops spp
Leptotyphlops spp
Anilius scytale
Acrochordus spp
Cylindrophis ruffus

Tropidophis spp

Python spp

Aspidites melanocephalus
Boa constrictor

Corallus hortulanus
Epicrates spp

Micrurus spp

Oxyuranus microlepidotus
Bothrops spp

Boiga spp
Sibynomorphus mikanii
Nerodia sipedon
Stegonotus cucullatus

Oxyrhopus spp

Varanus gouldii
Heteronotia binoei

Iguana iguana

Sphenodon punctatus
Amphisbaena alba
Pachyrhachis problematicus

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, CGCCCGCCAGATTACTACGAGCAACA-GCTTAAAACTCAAAGGACCT
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, CCCGCCAGATTATTACAAGTA-AAAACTTAAAACTCAAAGGACTT

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, GCCCGCCCGATTAGTACGAGCGAAA-GCTTAAAACTCAAAGGACCT
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, AAACAACTACGAGTGAAA-ACTTAAAACTTAAAGGACTT
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, AAATAT--TGC-CGCCAAACAACTACGAGTGAAA-ACTTAAAACTTAAAAGACTT
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, AAATAACTACGAGTGAAA-ACTTAAAACTTAAAGGACTT
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, AAATAACTACGAGTGAAA-ACTTAAAATTTAAAGGACTT
GGATTAGATACCCTACTATGCCTAACCATAA-CAC-GGCAACACTATA----GT--TGCTCGCCAAACCACTACGAGTGAAA-ACTTAAAACTTAAAGGACTT

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, CAC-A--TGCCCGCCAAATAACTACGAGTGAAA-ACTTAAAACTTAAAAGACTT
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, AAATAACTACGAGTGAAA-GCTTAAAATTTAAAAGACTT
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, CAA-T--TGCCCGCCAAACAACTACGAGTA-AA-ACTTAAAACTTAAAAGACTT
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, CCA-T--TGTTCGCCAAATAACTACGAGTAAAA-ACTTAAAATTTAAAAGACTT

GGATTAGATACCCTACTATGCTTAGTCATAAACATAGAT-CTTAATTATACAAAAAT-TCCGCCAGAGGATTACTAGTGAAAAACTTAAAACTCGAAGGACTT
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, TGTGCGCCAGAGAATTACGGGTGAAA-AC TCAAAAGACTT
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, CGCCCGAGAACTACCAGCA-CAAGCTAAAAACTCAAAAGACTT
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, GTTCGCCAGAGAAATACTAGCGAAAAGCTTAAAACTCAAAGGACTT
GGATTAGAT-CCCCACTATGCTTAATCCTAAACATCGACACCTAAACATACAAGGGTGTTCGCCCGGGAACTACCAGCAAAACGCTAGAAACCCTAAAGACTT

(o]
-
>
>
>
>
(o]

3 3 3 3 =3 ° © © o 3
<@ -3 3 3 ° S = IS} @ £
S S S S S S oS S S S

Liotyphlops spp
Typhlops spp
Ramphotyphlops spp
Leptotyphlops spp
Anilius
Acrochordus spp
Cylindrophis ruffus

tale

Tropidophis spp

Python spp

Aspidites melanocephalus
Boa constrictor

Corallus hortulanus
Epicrates spp

Micrurus spp

Oxyuranus microlepidotus
Bothrops spp

Boiga spp
Sibynomorphus mikanii
Nerodia sipedon
Stegonotus cucullatus
Oxyrhopus spp
Xenopholis
Lialis burtonis

scalaris

Tupinambis spp
Varanus gouldii
Heteronotia binoei
Iguana iguana
Sphenodon punctatus
Amphisbaena alba
Pachyrhachis problematicus
Dinilysia patagonica

GACGGTACCCCAC-ATCAACCTAGAGGAGCCTGTCCCATAACCGATAACCCCCGATAAACCTCACCACT-CCTAGCCAA--CCAGTCTATATACCGCCGTCGC
GACGGTGTCCCACACACAACCTAGAGGAGCCTGTCCTTTAATCGATGATCCACGAAGGACCTTACCAC-CTTTAGCCCA--ACAATCTATATACCGCCGTCGG
GACGGTGGCCCAC-ATCCTCCTAGAGGAGCCTGTTTCATAATCGATAACCCACGTTTAACCTCACCACT-TCTAGCCAA--TCAGCCTATCTACCGCCGTCGT
GACGGTGCCCCACATTCAACCTAGAGGAGCCTGTCCACTAACCGATAATCCACGATTAACCCTACCATT-TCTTGCCAC--ACAGTCTATATACCGCCGTCGC
GACGGTACTTCATAACCAACCTAGAGGAGCCTGTCTAATAACCGATAATCCACGATCAACCCTACCACT-TCTAGCCAT--CCAGTCTATATACCACCGTCGC
GACGGTACTTCACACTCAACCTAGAGGAGCCTGTCTATTAACCGATATTCCACGATTAACCCAACCATT-TCTAGCCAT--CCAGCCTATATACCGCCGTCGC
GACGGTGTCCTATACTCAACCTAGAGGAGCCTGTCTAATAACCGATAACCCACGATTAACCCTACCACTCTCAGGCCAC--ACAGTCTATATACCGCCGTCGA
GACGGTACTTCA--CCCAACCTAGAGGAGCCTGTCTAATAACCGATAACCCACGATTAATCCAACCACT-TCTAGCCAC--CCAGTCTATATACCGCCGTCGC

GACGGTACTTCACACTCAACCTAGAGGAGCCTGTCTACTAACCGATAACCCACGATTAATCCAACCACT-TCTGGCCAC--ACAGCCTATATACCGCCGTCGC
GACGGTACTTCACA-TCAATCTAGAGGAGCCTGTCTAATAACCGATAATCCACGATTAACCCAACCTC-CTCTAGCCTA--ACAGTCTATATACCGCCGTCGC
GACGGTACTTCACC-ACACCCTAGGGGAGCCTGTCCTATAACCGACGACCCACGATTAACCCAGCCCC-CCCTTGCCT---ACAGTCTATATACCGCCGTCGC
GACGGTACTTCACA-CCAACCTAGAGGAGCCTGTTCAATAACCGATACCCCACGATTAACCCAACCCC-CCCTAGCCA---ACAGTCTATATACCGCCGTCGC

GACG-TATCTCATA-TCAACCTAGAGGAGCCTGTCCTATAATCGATACTCCACGAAAAACCTCACCCT-CTTTAGCAAAATTCAGCCTATATACCGCCGTCGG
GACGGTGTTCCAA-CCCTGCCTAGAGGAGCCTGTTCCATAATCGATAATCCCCGATCAACCCGACCACC-TATTGAAATACTCAGCCTATATACCGCCGTCAC
GACGGTGCTCTAC- -CCTACCTAGAGGAGCCTGTCCTATAATCGATACCCCACGATCCACCCGACCGC-CACTAGCAAC-TTCAGCCTATATACCGCCGTCGA
GGCGGTGCTCCACC-CCGACTTAGAGGAGCCTGTCCTATAATCGATAATCCACGATAAACCTTACCAT-TTTTTGCCAC-ATCAGCCTATATACCGCCGTCAC
GACGGTGCCCCAAA-ACCCCCTAGAGGAGCCTGTTCTATAATTGATGATCCGCAATAAACCTCACCAT-TTTTCGCCC---CCAGCCTATATACCGCCGTCGC
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Liotyphlops spp -CA-GCCTATCTTGTGAGAGAAA - - - - - - TAGACAAAAC-AGCCCA-ACACTAAAACGACAGGTCGAAGTGTAACAAACGGAGCGGGCAAAGATGGGCTACAT
Typhlops spp -AA-GTTCACCTTGCGAGAGAAAAAAAAGTGAACGAAAT-AGTCCA-ACACTAGCACGTCAGGTCAAGGTGTAGTTAATAAGGTGGACAGAGATGGGCTACAT
Ramphotyphlops Spp = = = = = = = = = = = — oo o oL L oL oLl oLl Lol Lol Ll Lol Lol
Leptotyphlops spp -CA-GCCCACCCTGTGAAGGCACCAAA-GTGAGCACAAT-AGTTCATACACTAAAACGACAGGTCAAAGCGTAGCACATGAAGTGGAGAAAAATGGGCTACAT
Anilius scytale -CA-GCCTACCTTGTGAAAGCCACATA-GTGAGCCTAAT-AGCCC-CCCACTAAAACGACAGGTCGAGGTGTAACTAATGAAATGGCATAAGATGGGCTACAT
Acrochordus spp -CA-GCCTACCTTATGAAAGAACCAAA-GTAAGTTCAAC-AGTAC-CACACTAACACGACAGGTCGAGGTGTAACAAATGAAGTGGACTATGATGGGCTACAT
Cylindrophis ruffus -CA-GCCTACCTTGTAAAAGAAACAAA-GTAAGCTAAAC-AGTAT-TACACTAACACGACAGGTCAAGGTGTAACTAATGAAATGGACCAAGATGGGCTACAT
Tropidophis spp -AA-GCCTATCTTACGAAAGAAACAAA-ATGGGCTAAAT-AGTCT-CACACTAACACGACAGGTCGAGGTGTAACTAATGAGGTGGGAAAAGATGGGCTACAT
Python spp -CA-GCTCACCTTGCAAAAGAAACAAA-GTGAACCAAAT-AGTCA-TACACTAACACGACAGGTCGAGGTGTAACTAATGAAATGGACTATGATGGGCTACAT
Aspidites melanocephalus - - - - - - - - - - - - - - - o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo o oo oo s oo o - oo - oo oo o s oo s oo oo o s oo oo o - e s e e e e e
Boa constrictor -CA-GCCCACCTTGTGAAAGAAACCAA-GTGGGCACAAT-AGTCC-CACACTAACACGACAGGTCGAGGTGTAGCTTATGGGGCGGACAAGGATGGGCTACAT
Corallus hortulanus - - = - - - - - - - - o - o o o o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo o - oo oo oo s oo oo oo oo o oo o s oo oo oo e oo e e e e
Epicrates spp -CA-GCCCACCTTGTGAAAGAAACTAA-GCGGGCAGAAC-AGTCT-TACACTAATACGACAGGTCGAGGTGTAGCTTATGCAGTGGAACAAGATGGGCTACAT
Micrurus spp ~CA-GCTTACCTTGTAAAAGAAACAAA-GCAAGCCCAAT-AACATCACCTCTAATACGACAGGTCGAGGTGTAACCAATGAGGAGG-ACAAGATGGGCTACAT
OXyuranus microlepidomus = = = = = = = = = = = = e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e oo
Bothrops spp -CA-GCCTACCTTGTAAAAGAAATAAA-GTAGGCCAAAC-AGTACCTACACTAAAACGACAGGTCGAGGTGTAACTCATGAGGCGGACCCAGATGGGCTGCAC
Boiga spp -CA-GCTTACCTTATGAAAGAAACAAA-GTAAGCTAAAT-AGTTA-CGCACTAACACGACAGGTCGAGGTGTAACTCATGGGCGGGACCAGAATGGGCTACAT
Sibynomorphus mikanii - - - - - - - - - - - o o o o o o oo oo oo oo oo ool o oo oo oo oo o oo oo oo oo s o oo o s oo oo oo oo oo o - o oo s o e e s e e
Nerodia sipedon -CA-GCTTACCTTGTGAGAGAAACAAA-GTGAACACAAC-AGC--CACCACTAACACGATAGGTCGAGGTGTAACTAATGGGTGGGAAAAAGATGGGCTACAT
N g TR e T T e e e e
Oxyrhopus spp ~CA-GCTTACCTTGTAAAAGTAACACA-GTAAGCATAAC-AGA--CCCCTCTAACACGACAGGTCGAGGTGTAGCTTATAAGTGGGTAAAAGATGGACTACAT

TCA-GCCTACCTTATGAAAGACCCTAA-GTAGACACAACTAGTTAAACCACAAAAACGTCAGGTCAAGGTGTAGCATATAAGAGGGAAAGAGATGGGCTACAT

-CACGCCTACCCTTTGAAAGACACACA-GTAGGCACAAT-AGTTTCCAAACTAACAAGTCAGGTCAAGGTGTAGCTTATTGGGTGGAGGA -AATGGGCTACAT
Varanus gouldii -AA-GTATATCCCCCAAGGGACTTATA-ATTTTCCCAAA-AGCCCACCCCCTAAAACGTCAGGCCAAGGCATAGCTTATGTGACGG-CAGAGATGGGCTACAT
V(e T 2 T A e T T T
Iguana iguana -CA-ACTTACCCCATGAGGGCCCAAAA-GTAAGTACAAC -AGTTTAACAACTAAAACGTCAGGTCAAGGTGTAGCTAATAAAATGGAA-GCGATGGGCTACAT
Sphenodon punctatus S~CA-GTCTACCTTGTGAAAGAA-CTAA-GTAGGTCAAAC-AGCATTACCGCTAATACGTCAGGTCAAGGTGCAGCCAATAAAATGGAAAGAAATGGGCTACAT
Amphisbaena alba - - - - - - - - - o - o oo
Pachyrhachis problematicus =~ - - - - - - - - - - - - - - - - - o o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo - oo s oo oo oo oo oo oo oo o s o e e e e
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Liotyphlops spp TTTCT--AAC-TAGAACA---CAC-AGA-GGGCACTATGAAA-ACAC-ACGCC-CAAAGGCGGATTTAGCAGTAAGAAAGAAACAGAGA-GTCTGCCTGAACC
Typhlops spp TTCCT--ATAAAAGGAAA---AAC-GAA-CGGTAAAATGAAA-AT---CAACC-AGAAGGAGGATTTAGTAGTAAAACAGGATCAGAAAG-CCTGCTTGAACA
Ramphotyphlops Spp = = = = = = = = = = = © oo oo L oLl Lol Lol Lol Lol
Leptotyphlops spp TTTCT--ACA-AAGAACA---CAC-GGAAGGACGAAATGAAA-ACA--ACGCC-TGAAG---GATTTAGCAGTAAGACCGGA-TAGAAT-ACCCATCTGAACA
Anilius scytale TACCT--AATTAAGGT- - --ACAC-GA-ACAAAACTATGAAA-CT--AGTCTT-CAAAGATGGATTTAGCAGTAAGTTAGGAATAAAATA-CCAAACTGAACA
Acrochordus spp TTTCT--AACACAGAAA---ACAC-GA-ACAAAGATATGAAA-TT--ATCTAT-CAAAGGCGGATTTAGCAGTAAGCTAAGAACACGATC-CTTAACTGAAAC
Cylindrophis ruffus TATCT--AACTCAGATA---ACAC-GA-ATAAAGTCATGAAA-CT--AACTCT-TAAAGGCGGATTTAGCAGTAAGCCGAGAATAGAACA-CTCAACTGAAAC
Tropidophis spp TATTC- -AACCCGAATA---ATAC-GA-ACAAGACCATGAAA-TA--GGTCCT-CAAAGGCGGATTTAGTAGTAAGCCAGGAATAAAATA-CCAAACTGAACA
Python spp TTTCT--AATACAGACCA---TAC-GA-ATAAAGACATGAAA-CTT--TCTTT-TGAAGGTGGATTTAGCAGTAAGATGAGAACACAATA-CTCAACTGAAAC
Aspidites melanocephalus - - - - - - - - - - - o - - o o o oo oo oo o oo oo oo oo oo oo oo oo o oo s oo oo oo oo oo o - oo oo oo o - oo oo s e e oo e e e
Boa constrictor TATCT- -AAACCAGATA---AAAC-GG-AAAAAGCCGTGAAAACCA-AGCCTTATGAAGGAGGATTTAGCAGTAAGATGAGGACATAATA-CTCAACTGAAAA
Corallus hortulanus - - = - - - - - - - - o o o o o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo o oo - oo s oo oo o - oo oo oo oo oo oo oo e oo e e e e
Epicrates spp TATCT--AATACAGATC- - -AAAC-GG-ACAAAGCTATGAAA-CCC-AGCTCT-AAAAGGAGGATTTAGCAGTAAGATGAGAACACAATA-CTCAACTGAAAT
Micrurus spp TTTCT--ACAACAGAAAAGCAAAC-GA-ATA-AACTATGAAA-TT--AGAAAC-TGAAGGCGGATTTAGAAGTAAGCTAAGAATAGAACA-CTTAACCGAAAC
Oxyuranus microlepidotus - - - - = — ~ = =~ — = — — © — o o Lo oLl
Bothrops spp TCTC---ACGCCCGAGA---ATACAGA-AAA-CACTACGAAA-TT--AGTCTT-TAAAGGTGGATTTAGCAGTAAGATGGAAATAAAACA-CCCAACTGAACA
Boiga spp TTTCT--AATACAGAAA---ATAC-GG-ATA-AACTATGAAA-TA--AGAAAC-TAAAGGAGGATTTAGCAGTATACCGGGAACAAAATA-CCCAGTCGAAGT
Ny TR T T T T I T
Nerodia sipedon TTTCT--AACACAGAAA---ACAC-GA-ATAGATCTACGAAA-AT--AGAAAC-CGAAGGCGGATTTAGCAGTATGTTAAGGACAAAATG-CTTAACCGAAAT
N g TR e T T e e P
Oxyrhopus spp TATCT--ACAACAGAAT- - -ATAC-GA-ATA-AACTATGAAA-CA--AGAAAC-TGAAGGAGGATTTAGCAGTATGTTAAGAACAGAAAA-CCTAACAGAAAT
D T T e e e T T T e
Lialis burtonis TCCCT--CAAAGGGAAAA---CA--GC--ATATACCCTGAAA-AA---CTATA-AAAAGGTGGATTTAGTA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Tupinambis spp TTTCT--ACGACAGATCACC-TAC-GG-ACTTCGCTCTGAAA-CCAAAGCAAA-CAAAGGAGGATTTAGCAGTAAGCCA--AACAAGAGAGTTTGACTAAATA
Varanus gouldii TTTCT--ACCCGAGAACA---TAC-GAA-AGATGGCCTGAAA-CTTG-CCATC-CCAAGGTGGATTTAGTAGTAAGA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - TGAAAA
Y2 T o T T T
Iguana iguana TTTTT--AATATAAAACA---TAC-GGCAAAGTGCCATGAAA-CCGA--CACT-AGAAGGTGGATTTAATAGTAAGATAAG-CGAGAAGA-CTTATCTTAAAC
Sphenodon punctatus TCCCACAAAACCGGGAAA- - -TAC-TAAAAGTTAAAATGAAA-AAAT--AACA-AGAAGGTGGATTTAGTAGTAAACTAGAACCATAATA-TCAAGTTGAAAA

Amphisbaena alba
Pachyrhachis problematicus
Dinilysia patagonica
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Liotyphlops spp carATGCTCTGGGGTACG - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -~ -~ -~ -~ -~ -~ -"~—"—"7—7"/F//(™"—"™7/="—"7/F—F7"«/—F{"/&ffF"H5™+F"F&6WwWF1d/mM/&@/}W ™ /@/f&[@WWHHm—m—m—H&/—/60W "\ @ /\)mmm/mme;]mMm €0 Qe e m e M M
Typhlops spp CATTGCCCTGGGACG - - = = « « « © & & o oo oot f o fffff L
Ramphotyphlops SPp = = = = = = = = m — o mm oo oo Lo ool
Leptotyphlops spp CAATGCACTGGGACGCGT - - - = = = & & & & o oo fffff Lol
Anilius scytale CAACGCAATGGGGTGCGT - « - = « = « = = o o oo oo f o ffdf b f
Acrochordus spp CAACGCAATGAAGTGCG - = = = = « © © & o oo oo f b fffff L
Cylindrophis ruffus CAATGCAATGAAGTGCGT - - - « = « © o o oo oo o f b ffdfff o f
Tropidophis spp CAATGCAATGGGACGCGT - - - « = « © © = o oo oo ff b fffff L
Python spp CATTGCAATGAAGTGCGT - - « = = « « = o oo oo oo fffff o ffff
Aspidites melanocephalus = = = = = = = = & & & @ @ @ o oo e ff oo o e d el L e e el e el
Boa constrictor CAAAGAAATGAAGTGCGT - - - - = = = & & & & @ oo oo f b f ol
Corallus hortulanus = = = = =« & @ @ = oo oo o f oo oo e f Lo e el d e e e
Epicrates spp TATCGCAATGAAGTGCGTACACACCGCCCGT - - = = = =« © © @ o oo oot ff o ffff b
Micrurus spp CAACGCAATGAAGTGCG - = - = = « © © @ oo oo o b bl fffff L
Oxyuranus microlepidotus = = = = - - < . < = o o o o oL oL oLl LLLL L LLLLLo Lol
Bothrops spp TAACGCAATGAAGTGCGTACACACCGCCCGTCATCCC - « « = = & & & & @ oo oo ft b ffff
Boiga spp C--TGCAATGAAGTGCGT - - « = = « « = = & o oot ff b ff ot fff

Sibynomorphus mikanii
Nerodia sipedon
Stegonotus cucullatus
Oxyrhopus spp
Xenopholis
Lialis burtonis

scalaris

Tupinambis spp
Varanus gouldii
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Sphenodon punctatus
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Pachyrhachis problematicus
Dinilysia patagonica

S CCGCTCTGGAGCGC - - - = = = = = = = & & f oo oo oo sl LLL oLl oLl
- -AGGCTCTGGAGCGCGTACACACCGCCCGTCA-CCCTC - - - - - - - CTATTAAACC - - - - - AAA - -« - oo oo AGGAGGCAAGTCGTAACACGGT
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CGACG-CTGCCCAGTGAAA - - - - = = = = = o o o oo oo oo oo f L Lo oLl
B I ol ol A o ol ol N sl N N ST
CAAAGCGTACTTTCCCCAA - - - -« = = = = = o o & © oo oo oo ool oL oo oLl ool
CAACACCAGCCAAATGCGTTAAAGCACACTCATTCATAATCTCAGCAATTAACAAAACCTCCTATCATGACATCGGGCCACCCTATCTTTATAGAAAAACTAA
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,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, C--TTGTCTACTAATTAT
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, T--TTGTCCACTAATTAT

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, TAATAAT - -TTGTCTATTAATTGT
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, A---ATTAAACGGCCGCGGTATCCTA-ACCGTGCAAAGGTAGCACAATCAT--TTGTCTATTAATTGT
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, A---ATTAAACGGCCGCGGTATCCTA-ACCGTGCAAAGGTAGCATAATCAT--TTGTCTACTAATTAT

——————————————————————————————————— ATTT--TAGACGCCCACTCC-CCCTC-CCCCTG-ACAGCCCAC-TAAGCAACTCTATTTAATAATAGA
CAATTAAGAGTATTAAAGGTGCCGCCTGCCCAGTGACATGTTAAACGGCCGCGGGATCCTCCACCGTGCAAAGGTAGCATAATCAT--TTGTCCCCTAAATAG

Heteronotia binoei = - - = = = - - — — o L o o o L L Lo Lo oL LLLo oL LLLLooL oL LLLo oLl oLl LLlLol ool AAGCTT
D L ' ... TGTCTCCTAAATAG
Sphenodon punctatus - - < - - < - = < - o oo o oL oLl A---ATTAAACGGCCGCGGTATTCTG-ACCGTGCAAAGGTAGCGTAATCAA--TTGTCTCCTAAATGA
Amphisbaena alba - - - - - - - - - o - .o oo oL
Pachyrhachis problematicus =~ - - - - - - - - - - - - - - - - - o o o oo oL oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo - o oo oo oo oo oo oo oo - oo oo s o e e e
z z E E 5 B B E E E
Liotyphlops spp AGA-CTAGTA-TGAAAGGATGAATGAGGGCCGAACTGTCTCTTGT - - - - - - - - AGT - - -CAATTAATAAA- -ACTGATCCT - - - - - - - - - - - - - - - - TCAGTA
Typhlops spp GGA-CCTGTA-TGAAAGGCCACATGAGAATCTAACTGTCTCCTGT - - - - - - - - AAC- - -CAATTTATAAA- -ACTGATCTT- - - - - - - - - - - - - - - - CCAGTT
Ramphotyphlops Spp = = = = = = = = = = = © oo oo L oLl Lol Lol Lol Lol
Leptotyphlops spp AGGGCTGGTA-TGAAGGGCCACATGAGAGTCAAACTGTCTCTTAT - - - - - - - - AGC- - -CCATCAGTGAA- -ACTGATCTT- - - - - - - - - - - - - - - - ACAGTT
Anilius scytale AGA-CTAGTA-TGAAAGGCTACATGAGAATCAAACTGTCTCTTGT - - - - - - - - AAT - - -AAATCAATTAA- -ACTGATCTT - - - - - - - - - - - - - - - - CCAGTA
Acrochordus spp AGG-CCAGTA-TGAACGGCAACATGAGAGCCTAACTGTCTCTTGT - - - - - - - - AAT - - -TAAT-AATTAA- -ACTGATCTT- - - - - - - - - - - - - - - - CCAGTA
Cylindrophis ruffus AGA-CCAGTA-TGAAAGGCCACATGAGAGTCAGACTGTCTCTTGT - - - - - - - - AAT - - -TACTCAATTAA- -ACTGATCTC - - - - - - - - - - - - - - - - CTAGTA
Tropidophis spp AGA-CCAGTA-TGAAAGGCTACATGAGAGTCAAACTGTCTCTTGT - - - - - - - - AAT - - -GAATCTATTAA- -ACTGATCTC - - - - - - - - - - - - - - - - CTAGTT
Python spp AGA-CCCGTA-TGAAAGGCCACATGAGAGTCAAACTGTCTCTTGT - - - - - - - - AAT - - -CAATCAATTAA- -ACTGATCTC - - - - - - - - - - - - - - - - CCAGTA
Aspidites melanocephalus - - - - - - - - - - - o - - o o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo - oo s oo oo oo s oo o oo - oo oo oo o s oo oo oo e e e e e e e
Boa constrictor AGA-CTAGTA-TGAAAGGCCACATGAGAGCCAAACTGTCTCTTAT - - - - - - - - AAT - - -AAATCAATTAA- -ACTGATCTT - - - - - - - - - - - - - - - - CTAGTA
Corallus hortulanus - - = - - - - - - - - o - o o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo o - oo oo o - oo oo oo oo oo oo o s oo oo oo e oo e e e e
Epicrates spp AGA-CCAGTA-TGAAAGGCCACATGAGAGCCAAACTGTCTCTTGT - - - - - - - - AAT - - -AAATCAATTAA- -ACTGATCTT - - - - - - - - - - - - - - - - CTAGTA
Micrurus spp AGA-CCTGTA-TGAAAGGCAAAATGAGGGTCTAACTGTCTCTTAT - - - - - - - - AGT - - -AAGTCAATTAA- -ACTGATCTC - - - - - - - - - - - - - - - - CTAGTC
Oxyuranus microlepidotus - - - - = = ~ = =~ — =~ — o — o . oL oLl
Bothrops spp AGA-CCTGTA-TGAAAGGCAAAATGAGAGCCCAACTGTCTCTTAT - - - - - - - - AAC- - -AAATCAATTAA- -ACTGATCTC - - - - - - - - - - - - - - - - CTAGTA
Boiga spp AGA-CCTGTA-TGAAAGGCAAAATGAGGGTCTAACTGTCTCTTAT - - - - - - - - AAT - - -AAATCAATTAA- -ACTGATCTC - - - - - - - - - - - - - - - - CTAGTA
Ny TR < T T T T T
Nerodia sipedon - = = = =~ = = — = = & oo oo oo Lol
N g TR e T T e e e e e
Oxyrhopus spp AGA-CCAGCA-TGAAAGGCAATATGAGGGTCTAACTGTCTCTTAT - - - - - - - - AAT - - -AAATCAATTAA- -ACTGATCTT - - - - - - - - - - - - - - - - CTAGTA

Xenopholis scalaris

Lialis burtonis

Tupinambis spp
Varanus gouldii
Heteronotia binoei
Iguana iguana
Sphenodon punctatus
Amphisbaena alba
Pachyrhachis problematicus
Dinilysia patagonica

AGAACCAATGCTAAAACTAGTAATAAGAACCCCT-TCTCCCTACACACCCCTCAATCAGAAATAGATTAACTACTGAAAATTAACAAACTACAAAAAGAAGTA

GGA-CTAGTA-TGAATGGCCCAATGAAGATTTACCTGTCTCTTGT - - - - - - - - AGC---TGATCTATGAA - -ACTGATCTT - - - - - - - - - - - - - - - - CCAGTA
—————————————————————————————————— CATTCT - - - - - = - - - - - - - - - - - - - oo - -CTT------=-----------CAGTA
AGA-CCGGAGCT---AATCCAAGTCGGTTTCTATCTGTGTCC - - - - - - - - - - - - & - - - o o oo oo o o m oo CCTCTTCTT - - - - - - - - -« - - - - - CAGTA
GGA-CTAGTA-TGAACGGCTAAACGAGGGTTAACCTGTCTCCTTA- - - - - - - - GAC---CAATCAGTGAA--ACTGATCTG - - - - - - - - - - - - - - - - CCAGTA
AGA-CTAGTA-TGAACGGAGAAACGAGGGCCCAACTGTCTCCTGG - - - - - - - - CGA---AAATCAGTGAA--ATTGATCCC - - - - - - - - - - - - - - - - CTTGTG




g g g g g g £ g g g g
Liotyphlops spp - - -AAAAAGC - - - - - - - - - s e e e e TGAAATACCACTA - - - - - - - - - - - TAAGACGAG - - - - - AAGACC- -CCGCGAAGCTTCAGG - - = = = = = - - - -
Typhlops spp S SCAAAAGC - - - - s e e e e e oo TAGAATATCACTA - - = = = = = = = - - TAAGACGAG - - - - - AAGACC - -CTGTGAAGCTTAAAA - - - - = - = = - - -
D e
Leptotyphlops spp - - -CAAAAGC - - - - = = = = o - o e oo TGTAATAAACACA - - - - - = - = - - - TAAGACGAG - - - - - AAGACC - -CTGTGAAATTTAAAC - - - — -~ - — — « - -
Anilius scytale S - - CAAAAGC - - - - - - - oo oo TGGAATACCCATA - - - - - - - - - - - TAAGACCAG - - - - - AAGACC - -CTGTGAAGCTTAAAC - = - - = - -« - - -
Acrochordus spp - - -CAAAAGC - - - - = = = = o - o e oo TGGAATAAAGCCA - - - - = = = = - - - TAAGACCAG - - - - - AAGACC - -CTGTGAAGCTTTAAT - - - - = - = = - - -
Cylindrophis ruffus - - -CAAAAGC - - - - - - - - oo e e s e CAGGATAAACATA - - - - - - - - - - - TAAGACCAG - - - - - AAGACC- -CTGTGAAGCTTAAAC - - - - - = - - - - -
Tropidophis spp - - -CAAAAGC - - - - - - = & o e e e e e e e oo TAGAATACCTATA - - - - - = = = - - - TAAGACCAG - - - - - AAGACC- -CTGTGAAGCTTAAAC - -~ -~ — — - — « « - -
Python spp S SCAAAAGC - - - - s s e e e e e oo TGAGATACCCATA - - = = = = = = = - - TAAGACCAG - - - - - AAGACC - -CTGTGAAGCTTAAAC - - = = = - = = - - -
Aspidites melanocephalus - - - = - - = = = = © © © . o o oo oLl
Boa constrictor - - -CAAAAGC - - - - - - - - oo - e TAGAATAACTATA - - - - - - - - - - - TAAGACCAG - - - - - AAGACC- -CTGTGAAGCTTAAAC - - - - - - = - - - -
Corallus hortulanus - = = = = = = = & & & & & & o o o o ot oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o
Epicrates spp - cCAAAAGC - - - - - - - - - - oo s TAGAATAAACATA - - - - - - = - - - - TAAGACCAG - - - - - AAGACC- -CTGTGAAGCTTAAAC - - - — — — — = = - -
Micrurus spp S SCAAAAGC - - - - s e e e e TAGGATACTCTCA - - - = = = = = = - - TAAGACCAG - - - - - AAGACC - -CTGTGAAGCTTTAAC - - - - = - = = - - -
Oxyuranus microlepidotus = - - - = = = = = = = © & - - o o o oo Lol
Bothrops spp ---CAAAAGC - - - - - - - - - - - - - - - TAGAATACTAACA - - - - - - - - - - - TAAGACCAG- - - - - AAGACC- -CTGTGAAGCTTTAAC - - - - - - - - - - -
Boiga spp - - “AAAAAGC - - - - - - e e - e e e oo TAGGATACCAACA - - - - - - = = - - - TAAGACCAG - - - - - AAGACC - -CTGTGAAGCTTAAAC - - = =« = = =« = — - -
Sibynomorphus mikanii - - = = = = = = = © & & o oo oo oo oLl oLl ool oLl
Nerodia sipedon = = = = = © & & o o oo oo ool Lol
N e e T L e e T e
Oxyrhopus spp S cAAAAAGC - - - s s e e e e e e oo TAGAATCCCACCA - - = = = = = = = - - TAAGACCAG - - - - - AAGACC - -CTGTGAAGCTTAAAC - - - - = - = = - - -

AAACAAAACCAAGCCAAAATTTTCCACAATTTGTGACACCAACACAGGAGTGAATTAAGGACAGATTAAAAGCCCAACAAGGAA--TTCAGC - - - - - - - - - - -

- -CAAAAGC - - - - - - - oo oo TGGAATAATAACA - - - - - - - - - - - CAAGACGAA - - - - - AAGACC - -CTGTGGAACTTT - - = - = = = = = = = - = -
Varanus gouldii - mCGAAAGG - - - - - = = == s s s s oo s s oo ACC- - - - - - s oo oo o AAGAGAAT - - - - - AGGACC - - = = = = = m o oo e e
Heteronotia binoei - = “CAAAAGG - - - = - = = s e e e e e e e e e oo e e oo ACC - -« = - = = = = - - o - AAGAAGAG - - - - - AGCACC - = = = = = = m oo oo e e e
Iguana iguana ---CAAAAGC - - - - - - - - - - - - s e e TGACATAGCAACA - - - - - - - - - - - TAAGACGAG - - - - - AAGACC- -CTGTGGAGCTTTAGACTGACAGCCAA
Sphenodon punctatus ---CAAAAGC - - - - - - - - - oo - - s e e e AAGGATAAAACCA - - - - - - - - - - - TAAGACGAT - - - - - AAGACC- -CCGTGGAGCTTAAACATCAGAGTCAA
Amphisbaena alba - - = = = = & & & & o oo oo oo Lo o Ll oLl oLl
Pachyrhachis problematicus - - - - = = - - = = = = = - - & - - - - - o o o - o o o o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo s oo s oo s oo s oo s oo s s s s s s s s s s s s e

153 = = = = =2 = = = =
=3 S = I~} = = @ = 3 %

Liotyphlops spp -GG - - - - - - - - - GGGG---GCCACAACCC - - - - = - = = - = - - - - - - CT--TGGCCCCG - - - = = = =« - - - - - CA- - - - - - - CCTTCGGTTG----GGG - - - - - - -
Typhlops spp SAA - - - - - - - TCTC---ATTAAACCAA - - - - - - - - = - - - - - - - CT--AATGAG - - - - = = = = = = - - - - - TA- - - - - - - TTTTTAGTTG - -- -GGG - - - - - - -
Ramphotyphlops spp = = = = = = = = = = & & o o oo ..o oLl oLl oLl Lol oLl oLl
Leptotyphlops spp -TA- - - - - - - - - TCCT----TTGGCCCTT- - - - - - - - - - - - - - - ATCCCAGAGG - - - = - =« - = - - - - - - TA - - - - - - - CTTTTAGTTG----GGG - - - - - - -
Anilius scytale STA- - - - - - - - - AATC - - -ATTAAAACAA - - - - - - = - - - - - - - - AT - -AATGAC - - - = = = - - - - - - - .- TA- - - - - - - CTTTCAGTTG - ---GGG - - - - - - -
Acrochordus spp S-TA- - - - - - - - - AACT - - -GCTAACCCAA - - - - - - - - - - - - - - - - AT--AGTAGC - - - - - = - - - = - - - - - TA- - - - - - - ATTTCGGTTG- - --GGG - - - - - - -
Cylindrophis ruffus -TA- - - - - - - - - ACCC---GTTAAACCCA - - - - - - - - - - - - - - - - AT - -AACGGC - - - - = = = = = = - - - - - CA------- CTTTCGGTTG----GGG - - - - - - -
Tropidophis spp -TA- - - - - - - - - ACCT---TCTAAAACAA - - - - - - - - -« - - - - - - CT--AGAAGC - - - - - -« - - - - - - - - TA - - - - - - - CTTTCAGTTG----GGG - - - - - - -
Python spp STA- - - - - - - - - ACCT---ATTAAACCAA - - - - - = = - - - - - - - - CT--AATAGC - - - = = = - - - - - - - .- TAC - - - - - - - TTTCAGTTG----GGG - - - - - - -
Aspidites melanocephalus = - = = - = = = & = & = @ © o o oo Lo oLl Lol Lol oLl
Boa constrictor -TA- - - - - - - - - AACT - - -ATTAAACCTA - - - - - - - = - - - - - - - - CT--AATAGC - - - - = = = = = = - - - - - TA------- ATTTCGGTTG----GGG - - - - - - -
Corallus hortulanus =~ - = = = = = = = = & & & & & o o o o oo oo e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o
Epicrates spp -TA- - - - - - - - - ACCT---ATTAAATCAT - - - - - - - - - - - - - - - - AT - -AATAGC - - - - - - - - - - - - - - - TA - - - - - - - CTTTCGGTTG----GGG - - - - - - -
Micrurus spp -TA- - - - - - - - - AACT - - -ATTAACCCTT - - - - - - - - - - - - - - - - AT - -AATAGC - - - - - - - - - - - - - - - TC - - = = - - - CTTTAGGTTG----GGG - - - - - - -
Oxyuranus microlepidotus - - - - = = = = = = = © & - - o o o o oo oLl
Bothrops spp STA- - - - - - - - - ACCT---ACTAAACCCA - - - - = = = = - - - - - - - AT - -AATAGC - - = = = = = - - = = = = o< TA- - - - - CTTTAGGTTG - ---GGG - - - - - - -
Boiga spp STA- === - - AACT - - -ATTAACCCAA - = = = = = = =« = oo oo AT - -AATAGC - - = = = = = = = = = = - - TA- -« - - CTTTCGGTTG--- -GGG - - - - - - -
Sibynomorphus mikanii - - = = = = = = & © & & & oo oo oLl Ll oLl
Nerodia sipedon = = = = = © & & o oo oo oo ool
N e e T e T e e
Oxyrhopus spp STA- - - - - - - - - AACT - - -ATTAAAACAA - - - - - = - - - - - - - - - AT - -AATAGC - - - = = = = - - - - - - - - TA- - - - - - - TTTTCGGTTG----GGG - - - - - - -
Xenopholis scalaris = = = = = © © & & & oo oo o ool Lol Lol ool
Lialis burtonis -TAATAGACTCCAACT - --GTTTACCAAA - - - - - - - - - - - - - - - - AA- -CATAGCCTTTAGCAAAACAAGTATTAAAG-GTTTCGCCTGCCCAGTGTTTTTCA
Tupinambis spp S-TA- - - - - - - - - AACCGCAACCAACACAC - - - - - - - = - - - = = - - - ATGGCCACGC - - - - = = - - = = - - - - - CG- - - - - - - CTTTTAGTTG----GGG - - - - - - -
Varanus gouldii - - = =~ = & & & & — e o oo oo ool Lol
) T Y T e T e
Iguana iguana AC - - - - - - - oo s e s e e e e e CAAAACCACCCC - - - - - ACCTCACCC--CATGGC - - = = = = = = = =« = = o - - - - TAAAAGT-CTTAAGTTG----GGG - - - - - - -
Sphenodon punctatus TTAT - - - - - - - - ACAT- - -GTTGAATCCACCAGGAATAAAATCAAAA--AATGAC - - - = = = = = = - -« - - - - - CCCCTCTGTTTTGGCTG----GGG - - - - = - -
Amphisbaena alba - - = = = = & & & — o oo oo oLl oLl ool oLl
Pachyrhachis problematicus - - - - = = - - = = = - = - - - & - - - - o o o . - o o o o o oo oo oo oo oo oo oo oo s oo oo o s oo oo s s s s s s s o s s s s s s s s s s s e

Dinilysia patagonica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - = - - - - = - - = - = = - - - = = - = - = - - = - = = - = - = = = = - = - - - - = = - - - - = = - - = = - - - - = = - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -




g g g g g g B 8 g g

Liotyphlops spp -CAACCTCGG - - - - - - AAACAAACCAAA - - - - - - - - o o o oo oo - CTCCCGAAAC-C - - - - - - - - = - - - oo - oo - A--AG--CCA- - - - - - - AAGCCACAAAG
Typhlops spp -CAACTTTGG - - - - - - AAAATAGTTCAA - - - - - - - - - - - - - - - - - CCTCCAAAAGAA - - - - - - - - - - - - o oo oo oo AA--AC- - - - - - - - - ACCCACCAAG
Ramphotyphlops Spp = = = = = = = = = = = — oo o oL L oLl Lol oL Lol Lol Lol
Leptotyphlops spp -CGACTTTGG - - - - - - AACAG-ACAGAA - - - - - - - - - - - - - o - - - CTTCCAAACAC - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ACGGG--GCA---CTTCCCACAACACAG
Anilius scytale -CGACTTTGG - - - - - - AAAAAAACAAAA - - - - - - - - o o oo oo o CTTCCAAACACC - - - - - - - - = - - - - - - - - - AATGA- -GCAATCCCTCATATAATGCAG
Acrochordus spp -CGACCTCGG - - - - - - AACAAAAATAAA - - - - - - - - - o - o oo o - - CTTCCGAATCAC - - - - - - - - - - - - - - - - - - ATGAG- -ACCTTCCCTCATACAATTAAG
Cylindrophis ruffus -CGACCTTGG - - - - - - AACAAAACAAAA - - - - - - - - o o o oo oo CTTCCAAACAAT - - - - - - - - - - - - - - - - - - ACTGA--T-AC--CCTCACA---TCCAG
Tropidophis spp -CGACTATGG - - - - - - AACAAAACAAAA - - - - - - - - oo o oo oo CTTCCAA-CAT - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ATAAA--T----ACT- - - - - - - - TAAAG
Python spp -CGACTTTGG - - - - - - AACAAAACAGAA - - - - - - - - o o oo oo o - CTTCCAAATACC - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ATGA- -GCCATCCCTCATACCAC- -AG
Aspidites melanocephalus - - - - - - - - - - - - - o - o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo - oo - oo oo o oo oo oo o - oo oo o oo o s oo oo o s e s e e e e e
Boa constrictor -CGACCTTGG - - - - - - AACAAAACAAAA - - - - - - - - oo o oo oo CTTCCAAACAA - - - - - - - - - - - - - o o - - - - AATGA- -GCCTTACCTCATAA-CCATAG
Corallus hortulanus - - = - - - - - - - - o - o o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo o o s o oo oo o s oo oo o - oo oo oo o s oo oo oo e oo e e e e
Epicrates spp -CGACCTTGG - - - - - - AACAAAACAAAA - - - - - - - - oo o oo oo CTTCCAAAA - -G- - - - - - - - - - - - - - - - - - AATGA--G-ACTCCCTCATAAACCGCAG
Micrurus spp -CAACCTTGG - - - - - - AAAAAAAAAGAA - - - - - - - - o o - oo oo - CTTCCAA-CAT - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ACAAT--TCT--ACAAATTTC-ACCCAG
Oxyuranus microlepidotus - - - - = = ~ = =~ — = — — © — o oL Lol
Bothrops spp -CGACCTTGG - - - - - - AACAAAAAAGAA - - - - - - - - o o - - oo o - - CTTCCAACCT - - - - - - - - - = - - - = - - - - - - - AT--GA---CTCCATCATAAAA-TAAG
Boiga spp -CGACCTTGG - - - - - - AATAAAAAAGAA - - - - - - - - - o - - oo o - - CTTCCAAACCAA - - - - - - - - - - - - - - - - - - A- - - - - - - CTACTATAATTTAACCCAG
Ny TR T T T T L
Nerodia sipedon = - = = =~ = = & & = & oo oo oL oLl
N g TR e T T e e e

-CGACCTTGG - - - - - - AAAAAAAAAGAA - - - - - - - - o o - oo oo - CTTCCAA-CAT - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ACTAA--TAA--CCAAACC---CTACAG

Oxyrhopus spp

ACGGCCGCGGTATCCTAACCGTGCAAAGGTAGCGTAATCATTTGTCTCCTAAATAGAGACTCGTATGAACGGCTAAATGAGAGCCTAA---CTGTCTCCTAAG

SCAACTTTGG - - - - - - AAAAAAACACAA - - - = = = o oo oo mmo o CTTCCAATCAA - - - « = = = = o oo mmm oo GGA--GCAATTTAAAACACGCCTTAG
Varanus gouldii < = - - & © . s oo oo oo LLLo ool N N e
Heteronotia binoei - - < = = - & - - .o oo oo LLLLo oLl CATACC - = = = = = = & & s oo oo f ool
Iguana iguana ~CGACTTCGG - - - - - - AGCAAAACAAAA - - -« = = = o oo oo i imo o CCTCCAAGCA - - = = = = = = oo oo m s oo AC-AGAAC-ATCCATCTTC-CC-TAAG
Sphenodon punctatus -CGGCCTCGG - - - - - - AATAAAAAAAAA - - -« - = = o oo oo oo oo CTTCCGAA - - « = & - = o oo oo oo ool AACCTC-AT-TTAG
F L ...
Pachyrhachis problematicus - - - - - - - - - - - - - o oo oo oL Lol

IS 2 2 2 2 3 [ 3 2 2 2

2 = = I 2 IS 4 E IS 2 2
Liotyphlops spp GCCAA-CGCGCCATC - - - - - - - A---TA-CGACCCAGCAGCAG---CT--GACCA----CTGAAACAAG- -TTACTCCGGGGG---TAACA----GCGCTATC
Typhlops spp ACCAA-CAAGTCAA - -« = = - - - - - CCA-AGACCCAGTAT-AA---CT--GATAA----ATGAACCAAG--TTACTCCAGGGA---TAACA----GCGCAATC
Ramphotyphlops Spp = = = = - = = = = & = - o . oo oo oL
Leptotyphlops spp GCCCA-CAAGCCTTT -« - - - - - -« - ATA-CGATCCAGTAG-AC---CT--GACAA----ATGAACCAAA--CTACTCCAGGGA---TAACA----GCGCAATC
Anilius scytale GCCAA-CAAGCCTTA -« - - - - - -« - ATA-CGACCCAGTCT-AA---CT--GACAA----TTGAACCAAG--TTACTCCAGGGA---TAACA----GCGCTATC
Acrochordus spp GCTTA-CAAGCCTCT=- - - - - - - A--CAA-TGACCCAGTAC-TA---CT--GATAA----ATGAACCAAG--TTACTCCAGGGA---TAACA----GCGCCATC
Cylindrophis ruffus GCCAA-CAAGCCACT - = - - - - - - - - ACACCGACCCAGTCT-CA---CT--GATCG----ATGAACCAAG--TTACTCCAGGGA---TAACA----GCGCTATC
Tropidophis spp GCATA-CAAGCCTAT -« - - - - - -« - ATA-CGACCCAGTCT-TA---CT--GACTA----ACGAAACAAG--TTACTCCAGGGA---TAACA----GCGCTATC
Python spp GCAAA-CAAGCCAC - - - = = = = - - - CACA-TGACCCAGTAA-CA---CT--GACAA----TTGAACCAAG--TTACTCCAGGGA---TAACA----GCGCCATC
Aspidites melanocephalus = - - - - - = - - o - ..o oo oLl Lol
Boa constrictor GCCAA-CAAGCCAAC - = = = - - - - - - CAA-CGACCCAGTAT-AA---CT--GATCA----CTGAACCAAG--TTACTCCAGGGA---TAACA----GCGCTATC
Corallus hortulanus = = - = = - - o - oo o oo oLl Lol Lol
Epicrates spp GCCAA-CAAGCCATA - - = - - - - - - ATA-CGACCCAGTAC-AA---CT--GATTA----TCGAACCAAG--TTACTCCAGGGA---TAACA----GCGCTATC
Micrurus spp GCTAA-CAAGCCACT - « = = = = - = - - = AA-AGACCCAGCAA-AG---CT--GATAA----TTGAACCAAG--TTACTCCAGGGA---TAACA----GCGCTATC
Oxyuranus microlepidotus - - - - - - - - - - o o oo oo oLl
Bothrops spp GCAAA-CAAGCCAA- - - « = = - - - - CACT-AGACCCAGCAC-AG---CT--GACAA----TCGAAACAAG--TTACTCCAGGGA---TAACA----GCGCTATC
Boiga spp GCCAA-CAAGCCAAC - - - - - - - T---AA-CGACCCAGTAT-AC---CT--GATAA----ATGAACCAAG--TTACTCCAGGGA---TAACA----GCGCAATC

Sibynomorphus mikanii
Nerodia sipedon
Stegonotus cucullatus
Oxyrhopus spp
Xenopholis
Lialis burtonis

scalaris

Tupinambis spp
Varanus gouldii
Heteronotia binoei
Iguana iguana
Sphenodon punctatus
Ampbhisbaena alba
Pachyrhachis problematicus
Dinilysia patagonica

GCCAATCAATGAAA - - - = = = - - - - CTGA-TCTCCCAGTAC-AAAAGCTGGGATAACCACATAAGACGAGA-AGACCCTGTGGAGCTTAAAATACCCCCCTATT
GCCGA-CACGCCTAT--TTTCCTCCCCA-TGACCCAGTAC-AA---CT--GATTA----AAGAAACAAG--CTACCCCAGGGA---TAACA----GCGCCATC
CCCAA-CAA- - -« - = o e s oo oo GTCCTTCTCC = = = = = = = = = == == — oo CCACGAAACAATATTAACCCC - - - = = = = - - - ACA - - -« oo oo oot
ACTAG-CACG - - - = = = = = = = =« oo owo o CGCCCCCGTGC - - - = = = = = = =« = o oo ACTCTAA-CTATAA-AACTAAAG - - - - - - - AACA - -« = = - - o oo

GCAAA-CACGCCAAAGCAAACAA-C----AGACCCAGTAC-CA---CT--GACCA----TCGAACCAAG--TTACCCCAGGGA---TAACA----GCGCTATC
ACCAA-CAAGTCAAAACATAAAA-TACT-TGACCCAATAT-TA---TT--GATTA----TTGAACCAAG--TTACCCCAGGGA---TAACA----GCGCCATC




2 £ & E £ 3 & 3 £ $

Liotyphlops spp CT--CTTTTAGAGC - - = - - = - = = - - - CCATATCAAA-AAG-AGGGCTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CACCCC--AATGGCGCAGC
Typhlops spp TT--CTTCAAGAGC - - - = = - = - = = - - CCATATCAAA-AAG-AAGGTTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CACCCA--AATGGCGCAGC
I - oy~
Leptotyphlops spp TT--CTTCAAGAGC - - - = = - = - = = - - CCATATCAAA-AAG-AAGGTTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGG - - - - - CACCCA--AGCGGCGCA - -
Anilius scytale TT--CTTCAAGAGC - - - = = - = - = = - - CCATATCAAA-AAG-AAGGTTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CACCCA--AATGGTGTAGC
Acrochordus spp TT--CTTCAAGAGC - - - = = - = - = = - - CCATATCAAA-AAG-AAGGTTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CACCCA--GATGGTGCAGC
Cylindrophis ruffus TT--CTTCAAGAGC - - - = = - = - = - - - CCATATCAAA-AAG-AAGGTTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CACCCA--AATGGTGCAGC
Tropidophis spp TT--CTTCAAGAGC - - - = = - = - = = - - CCATATCAAA-AAG-AAGGTTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CACCCA--AATGGTGCAGA
Python spp TT--CTTTAAGAGC - - - = = - = - = - - - CCATATCAAA-AAG-AAGGTTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CACCCA--AATGGTGCAGC
Aspidites melanocephalus - - - - - - - - - - - o - - o o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo - oo s oo oo oo oo oo o - o oo oo oo oo s oo oo s oo oo e e e
Boa constrictor TT--CTTCAAGAGC - - - = = - = - = = - - CCATATCAAA-AAG-AAGGTTTACGAC -T - - - - = - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CACCCA--AATGGTGTAGC
Corallus hortulanus - - = - - - - - - - - o - o o o o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo o s o oo - oo - oo oo o - oo oo oo o - oo oo oo e oo e e e e
Epicrates spp TT--CTTCAAGAGC - - - = = - = = = = - - CCATATCAAA-AAG-AAGGTTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CACCCA--AATGGTGCAGC
Micrurus spp TT--CTTCAAGAGC - - - = = - = - = = - - CCATATCAAA-AAG-AAGGTTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CATCCT--AATGGTGCAGT
OXyuranus microlepidotus = = = = = = = = . = . = e s e e e e e e e n e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e oo
Bothrops spp TT--CTTTAAGAGC - - - = = - = - = = - - CCATATCAAA-AAG-AAGGTTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CACCCC--AGTAGTGCAAC
Boiga spp TT--CTTCAAGAGC - - - = = - = - = = - - CCATATCAAA-AAG-AAGGTTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CATCCT--AATGGTGCAGC
Ny TR T T e T
Nerodia sipedon - - - - - - o - . oo oo Lo
N g TR e T T e e e e
Oxyrhopus spp TT--CTTCAAGAGC - - - = = - = - = = - - CCATATCAAA-AAG-AAGGTTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CATCCT--AACGGCGCA - -

TTTTCAACTATAAACCACGGAAACAACCACATAAAAGCAT -AGGGAGTACTTTTTAGTTGGGGCGACTTTGGAATACAAAAAAACTTCCATGAATAGGGCCTT

CC--CTCTTAGAGC - - = = = = - = = - - - CCAAATCGAC-GAGCGGGGCTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGG - - - - - CCCCCC--AGCAGTGCAGC
Varanus gouldii - - - - - - - - - GT- - - - - CTCACCCCACCCAA - - - - - - - AAACAGGG - - - - - - - - c o o o oo o oo s oo oo oo oo oo o oo oo oo e e e s e e e e e e
Heteronotia binoei - - - - - - - - - AGCGGCCCTAAAACGGCCCTA - - - - - - - AACCAGGGC CAA - - - - - - - o o o oot o o s e oo s s hh e s e s s e s e oo s s e s e s e e e e e
Iguana iguana TT--CTTCAAGAGT - - - = = - = - = - - - CCATATCGAC-AAG-AAGGTTTACGACCT - - - - - - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CACCCA--AATGGTGCAGC
Sphenodon punctatus CC--CTTCGAGAGC - - = = - = = = = - - - CCATATCGAC -AAG-GGAGATTACGACCT - - - - = - - - CGATGTTGGATCAGGA - - - - - CATCCT--AGTGGTGCAAC
Amphisbaena alba - - - - - - - - - o - .o oo oL
Pachyrhachis problematicus =~ - - - - - - - - - - - - - - - - - o o o o oo Lo o oo oo oo oo oo oo oo oo oo o o - oo - o o - oo s oo oo oo oo oo o oo oo s o e e e e e

g g ¥ g ¥ B g g g g

Liotyphlops spp CGCTATCAAAGGTTCGTTCGTTCAACGATTAACA - - - - - - - - - [ N T
Typhlops spp CGCTATTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAACA - - - - - - - - - [ N TCATCTGTGAATGCACATCCCTGCAGTAGCCCTTTGGTC
I - o~
Leptotyphlops spp C-CTGCTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAACA - - - - - - - - - GC - - - - - - - - - s e - e e e e e e TCTGTGAATGTACGTCCATGTAGTAGCCCTTTGGTC
Anilius scytale CGCTATTAAAGGTT - - - - - - - - - = = o - - = o o o o oo o o oo oo oo oo oo oo o s m oot oo oo mm oo mmm o s s o - s s s oo oo e e s e e s e e e e e
Acrochordus spp CGCTATCAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAACA - - - - - - - - - [ N T CCTTTGATC
Cylindrophis ruffus CGCTATTAAAGGTT - - - - - - - - - = = - - & = o o o o oo oo oo oo oo m oo o m oo s m oo s mm o s s mm s s s s s s s e s e e e e e CTCCTGCGTC - - - - - - - - -
Tropidophis spp AGCTATTAAAGGTT - - = - = = = = = — & & o oo C f o oL f L oL L Lol TGCAGTAGCCCTTTGGTC
Python spp CGCTATTAAAGGTTOCGT - - = - = = = = = = = = & & o oo oo f oo oo oo f oo oL Lo oo oLl oLl Ll
Aspidites melanocephalus - - - - - - - - - - - - - - - o o oo o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo s oo oo oo oo s oo s oo oo o oo o s oo oo oo e oo e e e e
Boa constrictor CGCTATTAACGGTTCGT - - - - - - - = - - - = = - - = o o o o o oo oo oo oot oo oo m oo o smm o s s s o s s oo s s s m s s s s e e e e e CTCCTGCATC - - - - - - - - -
Corallus hortulanus - - = - - - - - - - - o - - o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo o oo oo oo oo o - oo oo o o - oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo e oo e e e e
Epicrates spp CGCTATTAAAGGTTOCGT - - = - = = = = = = = = & & o oot f o oo oo f oo oL Lo f ool
Micrurus spp CGCTATTAAGGGTT - - - - - = - = = - = = = = = = - - = = - o o o oo oo o oo oo oo oo oo o oo oo o oo m s - - o s s - - s s s e e CTCCTGAATC - - - - - - - - -
Oxyuranus microlepidotus - - - - = = ~ = =~ — = — — © — o oLl
Bothrops spp CGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAATAGTCCTAC--GTGATCTGAG - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - o o o oo o oo oo oo oo m s o s oo
Boiga spp CGCTATTAAGGG?T TCGTTTGTTCAAC - - - - - - - - - - - - - - - - o o o o oo o o oo oo oo oo oo oo m oo m oo o s CTCCTGCATC - - - - - - - - -
Ny TR < T T T T
Nerodia sipedon - = = = =~ = = — = =~ o o oo Lol
Stegonotus cucullatus - - - - - - - - o - o o o o o o o o o Lo oo o oo Lo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo
LT ' ...
P T T R e e T T T T
Lialis burtonis CCCTATCAAGGCCTACTAGCCTAAATAAACAACTCTTGACCCAGACATCTG - -ATCA-AC - - - - - - - - - - - - - o o oo oo oo oo oo m s oo m s o e e
Tupinambis spp AGCTGCTAACGGTTTGTTTGTTCAACAATTAATG-CCCTAC--GTGATCTGAGTTCAGACCGGA - - - - - - - - - - - - - - - o - o oo oo h oo o m s o mm oo
M Ty 2 e T e T-TGTGT- - - - - - - - - - CTTTTGCATC - - - - - - - - -
)2 T o T T T
Iguana iguana CGCTATTAACGGTTCGTTTGTTCAACGATTAACAGT - - - - - - - - - - - - - - - o o o o o o o o oo oo oo oo oo oo oo m o oo oo m oo mm o m s o s s e e
Sphenodon punctatus CGCTACTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAACAGTCCTAC--GTGATCTGAGTTCA - - - - - - - - - - - - - - - - - o - - oo o oo oo oo oo m s oo

Amphisbaena alba
Pachyrhachis problematicus
Dinilysia patagonica




vonphlops sp - -----------------~ -~ -~ -~ -~ -~ -~ -~ -~ -~ -~ -~ -~ -~ -~ -~ “"“"—" """ “"""/"—""~"—/——X—W—/—/W—mWm—~—//H—m/m—m m/m4m-mm— m4m——mms /e e e W W m e e m e e e e e eV e
Typhlops spp TGTCCTGCCAAAGATGGAAAGGTCTTTGATGGGGAAAGTGTGTTCAGGAGTCGTCGGCTACCTCCCCATCTAGCTTGGTGTTCAATTGACTGGGATCAGTTAC
Ramphotyphlops SPp = = = = = = = = m — o — oo oo oo Lol
Leptotyphlops spp TGTCCTGCCAAAGGTGAAAAATTCTTTGGGGGGGAAAATGTGTTTAGGACTCGTCGGCTACCCCCCCATCTCTCTTGGTGTTCAATAGACTGGGATCAATTAT

F e T T T T T
Acrochordus spp TGCCCTGCCAAAGGAGAAAAGTTCGTTGGGGCAGGAAACATCTCTAGGATTCGTCGGCTACCCCCCCATCTAGCTTGGTGTTCAATAGACTGGGATCAATTAT
Cylindrophis ruffus T e N ..
Tropidophis spp TGTCCTGCCAAAGGAGAAAAGTTTTTTGGGGGGGAAAGTGTGTCTAGGATTCGTCGGCTACCCCCTCACCTAGCTTGGTGTTCAATAGACTGGGATCAGTTAT
F s e e
Aspidites melanocephalus - -~ - - - -~ -~ © — © — — o oL
Boa constrictor A S € T e e e
L&y T T e e T

J e R e e e
Micrurus spp I O € T
Oxyuranus microlepidotus - - - - = = = = = = = © © - - o o o o oL oLl
YL R e e e e
Boiga spp I e
Sibynomorphus mikanii - - = = = = = = & © & & o oo oo oLl Lol Ll ool ool
Nerodia sipedon = = =« = = o o oo e e o oo e d ol e e e Cd e e el
N e e T L e e T T
[T T e

Varanus gouldii [ o2 N o N N e e ]
) T Y e e T e
Iguanaiguana - - = = & & = o e oo oo oo oLl oLl oLl
N T L T T e T e e T T
Amphisbaena alba CT - -ATA--ATAA - - - o & o o o o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o e e e o a e s s e s s e m s e e s m e s e s s e e s m s s e o s e e m o e s e o me e maememeemmaee
Pachyrhachis problematicus - - - - = = = - = = = = = - - & & - - - - o o o . o o o o o .o oo oo oo oo o oo o oo oo oo s oo o s s oo s s s s oo oo s oo s s s oo s s s s s e

Liotyphlops Spp = = = = = = = = = == & = .o oo oo oo Lo Lo Lo Lo ool L oo ool L oo Lol Lo Looo Lo Lol ool
Typhlops spp GTCTGCTTCATCTCCTGGGCTCCGGTGGCTTTGGTTCTGTCTACAAGGCAACTTATCATGGA - ---ACTACAGTGGCTGTAAAGCAAGTGAAAAAATGCAGTA
Ramphotyphlops Spp = = = = = = = = & = = — oo oo oLl Ll oLl Lol CAGGTGAAGAAATGCAGTA
Leptotyphlops spp GCCTGCTGCATCTGCTGGGTTCTGGTGGCTTTGGTTCTGTCTACAAGGCAACGTACTGTGGA - ---GCTACAGTGGCTGTAAAGCAGGTGAAGAAATGCAGTA
F VL e 1 T T i T I
Acrochordus spp GTCTCCTGCATCTCCTGGGCTCCGGTGGCTTTGGTTCTGTCTACAAGGCAACTTACCATGGA----GCTACAGTGGCTGTAAAACAGGTGAAGAGATGCAGTA
Cylindrophis ruffus - - - - - - - - - - - - - - - - - GGCTCTGGTGGCTTTGGTTCTGTCTACAAGGCAACTTACCATGG-AGCTAC---AGTGGCTGTAAAACAGGTGAAGAGATGCAGTA
Tropidophis spp GTCTCCTGCATCTCCTGGGCTCTGGTGGTTTTGGTTCTGTCTACAAGGCAACTTACCAGGGA----GCTACAGTGGCTGTAAAACAGGTGAAGAGATGCAGTA
J T e e e T
Aspidites melanocephalus - - - - - = = = - - = & - o o o . o o oo oL oo Lol ool o e oo oo e oo s e o e oo e e o e oo oo e oo GTAAAACAGGTGAAGAGATGCAGTA
Boa constrictor - - - - - - - - - - - - o o oo - GGCTCTGGTGGCTTTGGTTCTGTCTACAAGGCAACTTACCATGG-AGTTAC---GGTGGCTGTAAAACAGGTGAAGAGATGCAGTA
Corallus hortulanus - - = - - - - - - - - o - o - o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo o - o oo - oo - oo oo o s oo oo oo oo oo oo oo e oo e e e e

J T R e e e T
Micrurus spp - = = = = = = - - - - - - - - - - GGCTCTGGTGGGTTTGGTTCTGTCTACAAGGCAACTTACCATGG-AGCTAC---GGTGGCTGTAAAACAAGTGAATAGATGCAGTA
Oxyuranus microlepidotus - - - - = = = = = = = & & & o o oo oLl Lo oLl
L R e e T e
Boigaspp - - - - - - - - - - - - - - - - GGCTCTGGTGGGTTTGGTTCTGTTTACAAGGCAACTTACCATGG-AGCTAC---AGTGGCCGTAAAACAAGTGAAGAGATGTAGTA
Sibynomorphus mikanii - - = = = = = = & © & & o oo oo oLl oLl oLl
Nerodia sipedon = = = = = © & & o oo oo oo ool Ll oLl ool
N e e T L e e T T
[ T T e
Xenopholis
Lialis burtonis - = & & & & e e oo o ool oo oLl Lo ool GTA
WA ) e e e TGTAGTA
Varanus gouldii - - - - - - - - - - - - - - o o o GGCTCTGGTGGGTTTGGCTCTGTCTACAAGGCTATTTACCATGG-ATCTAC---AGTGGCTGTAAAGCAGGTGAAGAAATGCAGTA
) T Y T T T T T
Iguanaiguana = - = = = = = = = &= o oo oo oo ool o ool o oo oo oo ool oo ool o oo ool ool ool TGCAGTA
Sphenodon punctatus - - - = = = = = = & = & @ o o oo oo oo oo Lo oo o oo ool ool oo ool oo ool ol ool ool TGTAGCA
Amphisbaena alba - - - - - - - - - - - - - - - TGGAATATGTAGGTAACAG--CAGTCTG - - - - - - - - - - CACCATGTTATCTATGGGACTGGCTCTA - - - - - = = = = = = = = = = = - - - - - -
Pachyrhachis problematicus - - - - = = = - = = = = = - - - - - - - - o o o - o o o oo oo oo oo oo o oo o oo o oo s oo s oo s oo s oo s s s s s s s s s s s s s s e
Dinilysia patagonica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - = - - - - - = - - - = - = - = - - - - - - - - - - - - - - = - - - - - = - = - = - = - = - = - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Typhlops spp AGAACCATTTGGCATCACGACAGAGCTTCTGGGCAGAACTAAATGTA--GCACG---TCTGGGCCAT - - - - - - AACAATGTGGTACGCATA--GTAGCTGCTA
Ramphotyphlops spp AGAACCATTTGGCATCACGGCGGAGCTTCTGGGCAGAACTAAATGTA--GCACG---TCTGGGCCAT - - - - - - AACAATGTGGTACGCATA--GTAGCTGCTA
Leptotyphlops spp AGAACCATTTGGCATCACGACAGAGCTTCTGGGCAGAACTAAATGTA--GCACG---TCTGGGCCAT - - - - - - AACAATGTGGTACGCATT--GTAGCTGCTA

Y Ten ) T L GCAGAACTAAATGTA--GCACG---TCTTGGCCAT - - - - - - AATAACGTGGTACGCATA--GTAGCTGCTA
Acrochordus spp AGAATCATTTGGCAGCACGACAGAGCTTCTGGGCAGAACTAAATGTA--GCACG---TCTTGGCCAT - - - - - - AACAACGTGGTACGCATA--GTAGCTGCTA
Cylindrophis ruffus AGAACCATTTGGCATCACGACAGAGCTTCTGGGCAGAACTAAATGTA--GCACG---TCTTGGCCAT - - - - - - AACAACGTGGTACGCATA--GTAGCTGCTA
Tropidophis spp AGAACCATTTGGCATCACGACAGAGCTTCTGGGCAGAACTAAATGTA--GCACG---TCTTGGCCAT - - - - - - AACAACGTAGTACACATA--GTAGCTGCTA
J T e e e
Aspidites melanocephalus AGAACCATTTGGCATCACGACAGAGCTTCTGGGCAGAACTAAATGTA--GCACG---TCTTGGTCAT - - - - - - AACAACGTGGTACGCATA--GTAGCTGCTA
Boa constrictor AGAACCATTTGGCCTCACAGCAGAGCTTCTGGGCAGAACTAAATGTA--GCGCG---TCTTGGCCAT - - - - - - AACAATGTGGTACGCATA--GTAGCTGCTA

Corallus hortulanus =~ - = = = = = = = = & & & 4 & o o o o et oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o
J e R e e e
Micrurus spp AGAACCATTTGGCATCAAGGCAAAGCTTCTGGGCAGAACTAAATGTA--GCACG---TCTTGACCAT - - - - - - AACAATGTGGTACACATA--GTAGCTGCTA
Oxyuranus microlepidotus - - - - = = = = = = = © © - - o o o oo oL Lol
YL R e e e e
Boiga spp AAAACCATTTGGCATCACGGCAAAGCTTCTGGGCAGAACTAAATGTA--GCACG---TCTTGACCAT - - - - - - AACAATGTGGTACACATA- -ATAGCTGCTA
Sibynomorphus mikanii - - = = = = = = & © & & o oo oo oLl oLl ool
Nerodia sipedon = = = = = © & & oo oo oo ool
N e e T L e e e e
[T T e

AGAACAGTTTAGCATCACGGCAGAGCTTCTGGGCAGAATTAAATGTG--GCACG---GCTTGATCAT - - - - - - AAAAACGTGGTGCGTGTA--GTAGCTGCTA
AGAACCGTTTGGCATCACGGCAAAGCTTTTGGGCAGAGTTAAATGTA--GCATG---CCTCAACCAT - - - - - - CAGAATGTTGTGCGTGTT- -ATTGCTGCTA
Varanus gouldii AGAATCGCTTGGCATCAAGGCAGAGCTTCTGGGCAGAACTAAATGTGATGCAC - - - - - CTTGACCAT - - - - - - AACAATGTGGTGCGTATA--GTTGCTGCCA
)2 L T e e e
Iguana iguana AGAACAGTCTGGCATCACGGCAGAGTTTCTGGGCAGAATTAAACGTG--GCACA---TCTTGAACAT - - - - - - AAAAATGTGGTACGTGTA- -ATAGCTGCTA
Sphenodon punctatus AGAACCGGCTGGCATCTC-GCAAAGCTTCTGGGCAGAGCTGAATGTG--GCTCG---TCTATGCCAT - - - - - - GAGAATGTGGTGCGTGTT--GTAGCTGCCA
Amphisbaena alba - - - - - - - - - TGGCAGCAAAAGAGAG----AGAGAAG- -CTGAGTATA--GCTCGATCTCTGGGCTATTCCTGCAACATTGTGGGAGGCTTAGCGTTTCTCCAT
Pachyrhachis problematicus - - - - - - - - - - - - - - - - - o o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo - oo oo o o - oo s oo oo oo oo oo o s oo oo oo e e e e e
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Typhlops spp GCACATGTACCCCTGCTAGTCAGGATAG TGGGTACCATAATAATGGAATATGTAGGTAACTGCACTTTGTACCATGTC-ATCTATGGAACTGGCTGCTTTA
Ramphotyphlops spp GCACATGGACCCCTGCTAGCCAGGATAG TGGGTACCATAATAATGGAATACGTAGGTAATTGCACTTTGTACCATGTC-ATCTATGGGACTTGCTGCTT - -
Leptotyphlops spp GCACATGCACTCCTGCTAGTCAGGATAG TGGGTACCATAATAATGGAATATGTAGGTAATCACACTTTGCACCATGTC-ATCTATGGGACTGACTTTTTCA
Anilius

TT T
TT T
TC T

tale GCACATGTACTCCTGCTAATCAGGATAGTTTGGGCACCATAATTATGGAATATGCAGGTAATTGCACTCTACACCATGTC-ATCTATGGGACTGGCTACTT - -
TT T
TT T
TT T

Acrochordus spp GCACATGTACCCCTGCTAGTCTGGATAG TGGGCACCATAATTATGGAATATGTAGGAAATTGTACTCTACACCATGTT-ATCTATGGGACTGGCTATTT - -
Cylindrophis ruffus GCACATGCACCCCTGCTAGTCAGGATAG TGGGCACCATAATTATGGAATATGTAGGTAATTGCACTCTACACCATGTT-ATCTATGGGACTGGCTATTT - -
Tropidophis spp GCACATGTACCCCTGCTAGTCAGGATAG TGGGCACCATAATTATGGAATATGTAGGTAATTGCACCCTACAGCATGTC-ATCTATGGAACTGGCTATTT - -
J T e e e T
Aspidites melanocephalus GCGCATGTACCCCTGCTAGTCAGGATAGTTTGGGCACCATAATTATGGAATATGTAGGTAATTGCACTCTACACCATGTC -ATCTATGGTACTGGCTATTT - -
Boa constrictor GCACATGTACCCCTGCTAGTCAGAATAGTTTGGGCACCATAATTATGGAATATGTAGGTAATTGCACTCTGCACCATGTG-ATCTATGGGACTGGCCATTT - -

Corallus hortulanus - = = = = = = = = & & & & & o 4 o o oo o e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o
J T R e e e T
Micrurus spp GCACATGTACCCCTGCTAGTCAGGATAGTTTGGGTACCATAATTATGGAATATGCAGGTAATTGCACTCTACATCATGTT -ATCTATGGAACTGGTTATTT - -
Oxyuranus microlepidotus - - - - = = = = =~ & & & o oo oL oLl Lol oLl
L R e e T e
Boiga spp GCACATGTACCCCTACTAATCAGGATAGTTTGGGTACTATAATTATGGAATATGCAGGTAATTGCACTCTACATCATGTT -ATCTATGGGACTGGTTATTT - -
Sibynomorphus mikanii - - = = = = = = & © & & o oo oo oLl ool Lol oLl
Nerodia sipedon = - = = = © & & o oo oo oo ool oLl oLl
N e e T L e e T T
[ T T e

Xenopholis scalaris - - = = = = = = = = & = & o oo oo oo oo o oo ool oo oo oo ool ool oo oo oo L ool o oo ol ool oo ool
Lialis burtonis GCACATGGTCCCCTGCTAGTCAGGACAGTTTGGGGACTATAATAATGGAATATGTCGGTAATAGCACTTTGCACCATGTT -ATCTATGGGACTGACTGTGT - -
Tupinambis spp GCACGTGTGCTCCTCCCAGTCAGGATAGCATGGGCACAATAATCATGGAATATGCAGGTAACAGTACTCTGCACCATATT -ATCTATGGGACTAAATGTGT - -
Varanus gouldii GCACATTTGCCCCTGTCAATCAGGATAGTTTGGGCACCATAATAATGGAATATGTAGGTAACAGAACTTTGCACCATGTT -ATCTATGGAACTGGCAATAT - -
)2 L T e e e
Iguana iguana GCACATGTGCCCCTGCCAGTCAGGATAGTTTGGGCACCATTATAATGGAATATGTAGGTAACAGCACTCTGCACCACATT-ATCTATGGGACTGACTGCAA - -
Sphenodon punctatus GTACATGTGCCCCTTCCAGCCAGGATAGTCTGGGCACCATCATCATGGAGTATGCAGGCAATACCACCCTACATCATGTC-ATTTATGGGACTGGCTGTGC - -
Amphisbaena alba TCACAGTTGA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - TTGTGCATC - - - - - - - TGGATT - - - - - - - TAA---AACCTGCCAACATATTCATCACTG-AACAA - - - - - - - - -

Pachyrhachis problematicus - - - - - - = = = = = = & & & & 4 o o o o o e oo oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o
Dinilysia patagonica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - = - - = - = = - = - = - - = - = = - = - = = - = - = - = - - = - - - - = = - - - = = = - - - = = - - - = = - - - = - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -




Liotyphlops spp

Typhlops spp C---AAGA---AAGAAGG-ATGATG - - - - - - - GGCTTAAATGTGGCCATGCA-TTTTTGAGCATAGCTCAGTCTCTCAGTTACTCCCATGACATTGTGGCAGG
Ramphotyphlops spp -TGCAAGAA---AGAAGG-ATGATG - - - - - - - GGCTTAAATATGGCCGTCCC-TTTTTGAGCACAGCTCAGTCTCTTAAGTACTCCCATGACATTGTGGAAGG
Leptotyphlops spp CAACAAGA- - -CAAAAGG-ATGATG - - - - - - - GGCTTAAATGTGGCCATGCA-TTTTTGAGCATAGCTCAGGCTCTCTGTTATTCTTGTGACATTGTAGCAGG
Anilius scytale -AACAGGAA- - -AAAAGA-ATGATG - - - - - - - GGCTTAAATGTGACCATGGG-TTTTTGAGTACAGCTCAGGCTGTCAGTTACTCCTGTGATATTGTGGCAGG
Acrochordus spp -AACAGGA - - - - - - ACGA-ATGATG - - - - - - - GGTTTAATTGTGACCATGAG-TTTTTGAATACAGCTCAAGCTCTCAGTTACTCCTGTGATATTGTGGCAGG
Cylindrophis ruffus -AAGAGGAA- - -AAGAGA-ATGATG - - - - - - - GGCTTAAATGTGACCATGGG-TTTTTGAGTACAGCTCAGGCTGTCAGTTACTCCTGTGATATTGTGGCAGG
Tropidophis spp -AACAGGA- - -AAGAAGA-ATTATG - - - - - - - GGCTTAAATGTGACCATGGG-TTTTTGAGTACAGCTCAGGCCATCAGTTACTCCTGTGATATTACTGCAGG
J T e e e
Aspidites melanocephalus -CACAGGAC---AGAAGA-ATGATG - - - - - - - GGCTTAAATGTGACCATGGG-TTTCTGAGTACAGCTCAGGCTGTCAGTTACTCCTGTGATATTGTGGCAGG
Boa constrictor -AACAGGAA- - -AGAATA-AGGATG - - - - - - - GGCTTAAATGTGACGATGGG-TTTTTGAGTACATCTCAGGCTGTCAGTTACTCCTGTGATATTGTGGCAGG
Corallus hortulanus - - = - - - - - - - - o - o o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo o o s o oo oo o s oo oo o - oo oo oo o s oo oo oo e oo e e e e
J e R T e T T
Micrurus spp -AACAGGAA- - -ATAACA-ACGATG - - - - - - - GCCTTAAATGTGATCATGGG-TTTTTGAGTACAGCTCAGGCTGTCATTTACTCCTGTGATATTGTGGCAGG
Oxyuranus microlepidotus - - - - = = ~ = =~ — = — — © — o oL Lol
J T K s R T e T
Boiga spp -AACAGGAA---ATA----ACGATG- - - - - - - GCCTTAAATGTGACCATGGG-TTTTTGAGTACAGCTCAGGCTGTCATTTACTCCTGTGATATTGTGGCAGG
Ny TR T T T T L
Nerodia sipedon = - = = =~ = = & & = & oo oo oL oLl
N g TR e T T e e e
(T T S ...

-AACAGCTAAAGGGAAGG-ATGATG - - - - - - - GTCTTGGAGGTGGCCGAGAG-TCCTTAAGCCTGCCTCAGTCTCTGAGCTATTCCTGTGACATTGTGGCAGG

-GGAAACAAAAGGGAAGA-GTGATG - - - - - - - GACTTGAATATAGCCATGCC -AACTTGAACTTAGTGCAGTGTCTGAGCTACTCCTGTGACATTGTGTCAGG
Varanus gouldii -GACAGCAA- - -AAAGTA-AGGATGATGG----GCCTGGAGATGGCCATGTG-TGTTTGAGCACAACTCAGGCTCTGGGCTATGCCTGTGACATCATGGCAGG
Y2 T o T T T T T e
Iguana iguana -GTCAGCAAAGAAGAAAG-ATGATG - - - - - - - GGCTTGGATGTGGCCGTGTG-TCTTTGAGCATAACTGAGGCATTAGGTTATTCCTGTGACATTGCAGCAGG
Sphenodon punctatus --ACAGGGA- - -ATAGGAGAGGATGGTA----GAGCTGGATGTGGGGGCGAG-CCATTGAGCATAGTCCAGTCCCTCACCTATTCCTGTGACATTGTGACTGG
Amphisbaena alba - - - - - - - - - - - - AATGTT-TGCAAGATTGGAGATTTTGGATGTTCCCAAAAGCTACTTGATGTTGCATCAGGACTACAGCTTC - - - - - - GTCAACAGGGGGGA
Pachyrhachis problematicus =~ - - - - - - - - - - - - - - - - - o o o oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo oo - oo s oo oo oo oo oo o s oo oo s o e e s e e
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Liotyphlops spp
Typhlops spp
Ramphotyphlops spp
Leptotyphlops spp
Anilius
Acrochordus spp
Cylindrophis ruffus

tale

Tropidophis spp

Python spp

Aspidites melanocephalus
Boa constrictor

Corallus hortulanus
Epicrates spp

Micrurus spp

Oxyuranus microlepidotus
Bothrops spp

Boiga spp
Sibynomorphus mikanii
Nerodia sipedon
Stegonotus cucullatus
Oxyrhopus spp
Xenopholis
Lialis burtonis

scalaris

Tupinambis spp
Varanus gouldii
Heteronotia binoei
Iguana iguana
Sphenodon punctatus
Amphisbaena alba
Pachyrhachis problematicus
Dinilysia patagonica

ATTAATGTTTCTCCATTCACAGTTAATAGTGCATCTGGATTTAAAACCAGCTAACATATACAT - - - - - - - - - - o - o o o o oo oo oo hmh o hmm s s s o
GTTAATATTTCTCCATTCACAGTTAATAGTGCATCTGGATTTAAAACCAGCTAACATATTCATCACGGAATATAACGTTTGCAAGATTGGGGATTTTGGCTGC
GTTAATGTTTCTCCATTCACAGTTAATTGTACATCTGGATTTAAAGCCTG - - - - - - - - - - = o & - o o o o o o o oo oo oo oo h oo o hhn o nnnnm s n s m e
ATTAATGTTTCTCCATTCACAGTTAATTGTGCATCTGGATTTAAAACCTGCTAACATATTCATCACAGAACATAACGTTTGCAAGATTGGAGATTTTGGATGC
GTTAATATTTCTCCATTCACAGTTAATTGTGCATTTGGATTTAAAACCTGCTAACATATTCAT - - - - - - - - - - - o o o o o - oo oo oo oo h o nmmmn s o n e
ATTAATGTTTCTCCATTCACAGTTAATTGTGCATCTGGATTTAAAACCTGCTAACATATTCATCACAGAACATAATGTTTGCAAGATTGGAGACTTTGGATGC
GTTAATGTTTCTCCATTCACAATTAATTGTGCATCTGGATTTAAAACCTGCTAACATATTCAT - - - - - - - - - - - - o - o o o oo oo oo oo oo nmn s s n s
GTTAATGTTTCTCCATTCACAATTAATTGTGCATCTGGATTTAAAACCTGCTAACATCTTCATCACAGAACGTAATGTTTGCAAGATTGGAGACTTTGGATGT
GTTAATGTTTCTCCATTCACAATTAATTGTGCATCTGGATTTAAAACCTGCTAACGTATTCATCACAGAACATAATGTTTGCAAGATTGGAGACTTTGGATGC

CTTAGCCTTTCTCCATTCCCAGTTAATTGTGCACCTGGATTTAAAACCTGCCAACATATTCATCACCGAACAAAATATTTGCA - - - = -« = -« = o - o oo
CTTAGTTTTTCTTCATTCTCACCTGATAGTTCACCTGGATTTAAAACCTGCCAACATATTCATCACTGAACAAAATGTCTGCAAGATAGGAGACTTTGGATGT
ATTAGTCTTCCTCCATTCACACTTGATTGTGCATCTGGATTTAAAACCTGCTAACATATTCATCACAGAACAAAATGTTTGCAAGATTGGAGACTTTGGATGC
TCTAGTCTTCCTCCATTCACATTTGATTGTGCACTTGGATTTAAAACCTGCTAATGTATTCATCACAGAACAAAATGTTTGCAAG - - - = - - = -« = = - - o - o - -
CTTAGTTTTCCTTCATTCACAATGCATTGTGCACCTGGACTTGAAGCCAGCTAACATATTCATCACTGAGCAGGATGTCTGCAAG - - - - = -« = =« =« - oo - -
Acmm s s CATACACCC---ACCGTGCTCCTGAACTT - - - « = = = = = =« « -« CTTAA----AGGT - - - « =« - - - - GAAAG---GGTCAC - - = = = - - - -




Liotyphlops spp
Typhlops spp
Ramphotyphlops spp
Leptotyphlops spp
Anilius scytale
Acrochordus spp
Cylindrophis ruffus

Tropidophis spp

Python spp

Aspidites melanocephalus
Boa constrictor

Corallus hortulanus
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Micrurus spp

Oxyuranus microlepidotus
Bothrops spp

Boiga spp
Sibynomorphus mikanii
Nerodia sipedon
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scalaris

Tupinambis spp
Varanus gouldii
Heteronotia binoei
Iguana iguana
Sphenodon punctatus
Amphisbaena alba
Pachyrhachis problematicus
Dinilysia patagonica

TCCCAAAAAC
TCCCAAAGGC

TAGAGGATACTGAATCATCAGGTCTGCAGT
TAGAGGATACTGAATCATCAGGCCTGCAGC

TGTCATCAAGGGGGAACATACACCCATCGTGCT
TGTCATCAAGGGGGAACATACACCCATTGTGCTCC

TCTCAGAAAT
TCCCAAA






