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APRESENTACAO

Este trabalho é apresentado na forma de artigo, obedecendo as normas da revista
ZOOTAXA para 0 envio de manuscritos (Anexo), excetuando-se as figuras, inseridas
ao longo do texto, e o idioma utilizado (portugués).
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ABSTRACT

The subfamily Xenodontinae is a group of colubrid snakes restricted to the Americas,
particularly South America, that includes the Elapomorphini tribe, a group very cohesive and
morphologically distinct. The variability in the intra-specific pattern of body coloration is
usually high in this tribe, which has resulted in controversial taxonomic limits in some of their
groups, as in the taxa related to Phalotris lemniscatus, which have a complex taxonomic history.
As a result of the great morphological variability, they have been described as new species or
re-categorized, and its taxonomic position raised or lowered, every new work. The aim of this
study is to analyze the phylogenetic relationships between the taxa related to Phalotris
lemniscatus and Phalotris reticulatus, based on molecular markers in order to provide
information in the systematics of this group. We used 29 tissue samples, representing four
morphotypes (usually recognized as species ou subspecies) from different geographic regions
and one as outgroup, besides 4 taxa, also as outgroups, obtained from GenBank. We used the
mitochondrial genes 12S, 16S and Cyt b, and the nuclear marker BDNF. The phylogenetic trees
were inferred by the Parsimony and Bayesian analysis. The results did not corroborate the
structure and the traditional nomenclature, indicated by the staining pattern of individuals. The
four morphotypes recognized in the literature seem to result from a very recent process of
geographical differentiation and still cannot be detected by genetic markers studied. Thus, the
taxa related to Phalotris lemniscatus, currently treated as subspecies or even as different
species, should be synonymized the nominal species.

RESUMO

A subfamilia Xenodontinae é um grupo de Colubrideos restrito as Américas, em especial a
América do Sul, e que inclui a Tribo Elapomorphini, um agrupamento muito distinto e
morfologicamente coeso dentre os Xenodontinae. A variabilidade no padréo de coloracdo intra-
especifica do corpo é usualmente alta nessa tribo, o que tem resultado em algumas delimitacoes
taxondmicas controversas em alguns de seus grupos, a exemplo dos taxons relacionados a
Phalotris lemniscatus, que tém um histérico taxondmico complexo. Por apresentarem uma
grande variabilidade morfoldgica, elas vém sendo descritas como novas espécies ou re-
categorizadas, tendo sua posicdo taxondmica elevada ou rebaixada, a cada novo trabalho. O
objetivo deste estudo é fazer uma anélise das relagdes filogenéticas existentes entre os taxons
relacionados a Phalotris lemniscatus e a Phalotris reticulatus, baseada em marcadores
moleculares, visando fornecer informagdes que auxiliem no entendimento da sistematica desse
grupo. Foram utilizadas 29 amostras de tecidos, representando gquatro morfétipos (usualmente
reconhecidos como espécies ou subespécies) de diferentes regides geograficas e uma espécie do
grupo externo, além de 4 espécies, também no grupo externo, obtidos do GenBank. Utilizou-se
0S genes mitocondriais 12S, 16S e Cyt b, além do marcador nuclear BDNF. As arvores
filogenéticas foram inferidas por meio das andlises de Parcimonia e Bayesiana. Os resultados



obtidos ndo corroboraram com a estruturagdo e com a nomenclatura tradicional, indicada pelo
padrdo de coloracdo dos individuos. Os quatro morfotipos reconhecidos na literatura parecem
resultado de um processo de diferenciagdo geografica muito recente e que ainda ndo pode ser
detectado pelos marcadores genéticos estudados. Assim, os taxons relacionados a Phalotris
lemniscatus, atualmente tratados como subespécies e até como espécies distintas, deveriam ser
sinonimizados a espécie nominal.

Palavras-chave: Phalotris reticulatus, Phalotris lemniscatus trilineatus, Phalotris lemniscatus

divittatus, Phalotris lemniscatus iheringi, Xenodontinae, Elapomorphini

1. INTRODUGAO

A subfamilia Xenodontinae ¢ um grupo de Colubrideos restrito as Américas, em
especial 8 América do Sul (FERRAREZZI 1993b). Pertencendo a esse grupo, podemos destacar
a Tribo Elapomorphini, um agrupamento muito distinto e morfologicamente coeso dentre os
Xenodontinae, que compartilham uma série de caracteristicas ndo-usuais, como a fusdo de
placas cefalicas, a reducdo ocular e o fortalecimento do cranio, geralmente interpretadas como
resultantes de adaptacdes aos habitos fossoriais ou semi-subterraneos (FERRAREZZI 1993b).
Apresentam ainda algumas modificacdes, como uma grande reducdo dos 0ssos maxilares, a
reducdo dos dentes prediastemais, seguidos por dois dentes maiores profundamente sulcados e o
neurocranio tubular e reforcado (HOFSTADLER-DEIQUES & LEMA 2005).

As especies de elapomorfineos se distribuem na América dos Sul, a leste dos Andes,
desde a Amazonia e a Caatinga ao norte, até o Cerrado, o Chaco, a Mata Atlantica, os Pampas e
a Patagbnia ao sul, ocupando desde florestas tropicais até regifes semi-aridas (FERRAREZZI
1993b; HOFSTADLER-DEIQUES & LEMA 2005). S&o referidas como serpentes de pequeno
porte, com habito fossorial ou semi-subterraneo e que vivem a maior parte do tempo sob o solo
ou sob o folhico, em galerias que cavam ativamente ou que foram produzidas por outros
animais ou pela decomposicéao de raizes (FERRAREZZI 1993b).

Muitos Elapomorphini apresentam coloragdo aposematica, geralmente conferida pelo
dorso vermelho uniforme ou com linhas negras longitudinais, acrescida de um colar nucal
branco ou amarelo seguido por um colar cervical preto (FERRAREZZI 1993b). A variabilidade
no padrdo de coloracdo intra-especifica do corpo é usualmente alta, o que tem resultado em
algumas delimitagbes taxondmicas controversas em alguns de seus grupos, especialmente
quanto a classificacdo genérica dos Elapomorphini. WIEGMANN (1843) descreveu o género
Elapomorphus, o qual, posteriormente, teve espécies acrescidas erroneamente e que foram
realocadas (FERRAREZZI 1993b). COPE (1862) restringiu o conceito do género, considerando
Elapomorphus as espécies com um par de placas prefrontais e um par de internasais distintos, e

propondo dois novos géneros: Phalotris, designando o grupo que apresenta uma placa prefrontal



Unica; e Apostolepis, para espécies com duas placas prefrontais fundidas as internasais (Figura
1). STRAUCH (1885) fez uma revisdo e continuou usando Elapomorphus, mantendo a
subdivisdo de COPE (1862) como trés grupos de espécies dentro desse género. BOULENGER
(1896) sinonimizou Phalotris como Elapomorphus, mas revalidou Apostolepis. LEMA (1984)
subdividiu Elapomorphus nos subgéneros Elapomorphus (Elapomorphus) e Elapomorphus
(Phalotris), sendo o ultimo elevado a género por FERRAREZZI (1993b), apontando que, além
de ser um grupo monofilético, Phalotris seria mais relacionado com Apostolepis, com quem
compartilharia caracteres derivados, do que com Elapomorphus, cujas semelhancas
corresponderiam a caracteres ancestrais. Mais recentemente, alguns estudos, utilizando
marcadores moleculares foram publicados, incluindo espécies de Elapomorphini, porém a
amostragem taxondmica sempre foi restrita. ZAHER et al. (2009) fizeram uma revisdo, com
énfase nos Xenodontineos, baseada em marcadores moleculares, na qual Elapomorphus (uma
espécie) e Apostolepis (duas espécies) aparecem mais relacionados, ficando as espécies de
Phalotris (duas espécies) como grupo irmao destes. VIDAL et al. (2010), em uma revisao da
familia Dipsadidae, baseada também em marcadores moleculares, concorda com os dados
obtidos por ZAHER et al. (2009) para as mesmas espécies, no que diz respeito a relacdo entre
0s taxons, entretanto Phalotris ndo aparece como um género monofilético. PYRON et al.
(2011), em uma analise de todos os Colubroidea, incluem duas espécies do grupo, Phalotris
nasutus e Apostolepis flavotorquata, obtendo um agrupamento com Elapomorphini
monofilético.

Assim como tem havido grande dificuldade na resolucdo da sistematica dos géneros
acima citados, a taxonomia das serpentes do género Phalotris também € alvo de constantes
rearranjos homenclaturais ao longo dos anos. Nesse contexto, os taxons relacionados a Phalotris
lemniscatus tem um histérico taxondmico complexo. Por apresentarem uma grande
variabilidade morfoldgica, elas vém sendo descritas como novas espécies ou re-categorizadas,
tendo sua posicdo taxonémica elevada ou rebaixada, a cada novo trabalho (LEMA 1970).

BOULENGER (1896) diferenciou as espécies que considerou como sendo validas
(Elapomorphus bilineatus DUMERIL, BIBRON & DUMERIL, 1854; Elapomorphus
lemniscatus DUMERIL, BIBRON & DUMERIL, 1854; Elapomorphus trilineatus
BOULENGER, 1889). Entretanto, AMARAL (1929) sinonimizou essas espécies como
Elapomorphus bilineatus.

LEMA (1970) estabeleceu trés subespécies Elapomorphus bilineatus bilineatus,
Elapomorphus bilineatus reticulatus (PETERS, 1860), Elapomorphus bilineatus lemniscatus.
Mais uma vez LEMA (1979) sinonimizou Elapomorphus bilineatus a Elapomorphus
lemniscatus, propondo quatro subespécies: Elapomorphus lemniscatus lemniscatus,
Elapomorphus lemniscatus reticulatus, Elapomorphus lemniscatus spegazzinii (BOULENGER)

e Elapomorphus lemniscatus suspectus (AMARAL).



FIGURA 1 - Morfologia externa e escutelacdo cefélica (vista dorsal e lateral) de Elapomorphus (A);
Phalotris (B) e Apostolepis (C). Com detalhe na variacdo das placas prefrontais e internasais (llustragdo
adaptada de FERRAREZZI, 1993b).

Novamente, LEMA (1984), quando separou o género Elapomorphus em dois
subgéneros, descreveu uma nhova subespécie para o grupo e sinonimizou Elapomorphus
reticulatus em Elapomorphus iheringii STRAUCH, 1885, ficando 0 género composto por:
Elapomorphus (Phalotris) lemniscatus lemniscatus, Elapomorphus (Phalotris) lemniscatus
trilineatus, Elapomorphus (Phalotris) lemniscatus iheringii e Elapomorphus (Phalotris)
lemniscatus divittatus, sendo a ultima a nova subespécie proposta. Entretanto a sinonimizagédo
de Elapomorphus (Phalotris) lemniscatus reticulatus em Elapomorphus (Phalotris) lemniscatus

iheringii ndo foi aceita e, ap6s a revalidagdo de Phalotris & categoria de género, Phalotris



lemniscatus e Phalotris reticulatus foram reconhecidas como espécies independentes (PUORTO
& FERRAREZZI 1993; FERRAREZZI 1993Db).

Atualmente, sdo aceitos os quatro taxons a seguir: Phalotris reticulatus, Phalotris
lemniscatus lemniscatus, Phalotris lemniscatus trilineatus e Phalotris lemniscatus divittatus
(Figura 2). A distribuicdo desses tadxons se da do sudeste do Brasil, desde Sdo Paulo, ao
Uruguai, pelo Planalto Meridional Brasileiro até o Pampa, ocupando uma regido de clima
temperado com alguma influéncia subtropical, explicando por que LEMA (2006) se referiu a

espécie como prépria dos Pampas brasileiro-uruguaios.

FIGURA 2 - Exemplares representantes dos taxons Phalotris lemniscatus lemniscatus (A), foto de
Guilherme Adams; Phalotris lemniscatus trilineatus (B), foto de Diego Alvares; Phalotris reticulatus (C)

e Phalotris lemniscatus divittatus (D), ambas fotos de Méarcio Borges Martins.

Com relacdo a distribuicdo de cada taxon (Figura 3), Phalotris reticulatus possui
distribuicdo propria do Planalto Meridional do Brasil, principalmente na porg¢éo oriental, de S&o
Paulo ao Rio Grande do Sul, até Misiones na Argentina. A localidade-tipo € Mundo Novo,
Taquara, RS, BR (LEMA 1984). E o tnico proprio de florestas, sendo encontrado nas florestas
Umidas de araucéria ou das que lhe substituiram nas partes mais altas do Brasil Meridional
(LEMA 1984). Phalotris lemniscatus lemniscatus ocorre do Pampa Uruguaio ao Rio Grande do
Sul, com alguns registros para as encostas do Planalto Meridional Brasileiro e nordeste da

Argentina (Entre Rios) (LEMA 1994). Ocorre em areas de campo, de clima temperado. A



localidade-tipo é Montevidéu, no Uruguai (LEMA 1984). Phalotris lemniscatus trilineatus tem
como localidade-tipo a regido do rio Camaqua, S&o Lourenco do Sul, RS, BR (LEMA 1984). E
restrita ao litoral arenoso e baixo do Brasil Meridional até Maldonado, Uruguai, e apresenta
alguns registros para o oeste, no Planalto Meridional do Brasil. (LEMA 1994). Phalotris
lemniscatus divittatus tem como localidade-tipo Passo do Atalho, Cangucu, RS, BR. E
endémica da Serra do Sudeste no Rio Grande do Sul, estendendo-se até Montevidéu, no
Uruguai (LEMA1984). Os registros mais ao norte se situam na encosta do Planalto Meridional
do Brasil (LEMA 1994), sendo propria de campos altos cobertos, em parte, por capdes de mato,

em areas de clima temperado (LEMA 1984).

FIGURA 3 - Distribuicdo aproximada de Phalotris reticulatus (verde), de Phalotris lemniscatus
lemniscatus (vermelho), de Phalotris lemniscatus trilineatus (amarelo) e de Phalotris lemniscatus
divittatus (azul), com os pontos amostrados apontados no mapa (Baseado em LEMA 1984 e em LEMA
1994).

No que diz respeito ao padrdo de coloragdo, percebe-se quatro padrfes bastante
distintos, estruturados geograficamente, e que tém sido empregados no reconhecimento desses
tdxons (LEMA 1984, 1994). Phalotris reticulatus (Figura 4-C) apresenta cabeca preta, colares
nucais evidentes e largos, zona vertebral vermelho-cindbria, zona ventral e pleural pretas,
podendo haver pontos esparsos na linha vertebral, representando vestigios da estria vertebral.
Phalotris lemniscatus lemniscatus (Figura 4-A) possui cabeca castanho-anegrada, colar nucal
branco-amarelado e colar preto sempre presentes e bem evidentes, a regido dorsal é vermelha,
com trés estrias longitudinais pretas e largas, lados com estrias creme, e ventre branco com

manchas de aspecto semilunar pretas. Phalotris lemniscatus trilineatus (Figura 4-B) apresenta



coloracdo geral clara, com regido vertebral pardo-clara, levemente rosada, por vezes de tom
cobre, sobre a qual ocorrem trés estrias longitudinais pretas, geralmente pretas, mas que se
alargam nos adultos, os lados possuem estrias pardo-amareladas, ficando quase brancos na face
ventral, onde apresenta manchas pequenas e semilunares. A cabeca é marmorizada de preto com
fundo pardo, mais escura nos juvenis e cinzenta nos adultos, com colares nucais ausentes ou
vestigiais. Por fim, Phalotris lemniscatus divittatus (Figura4-D) apresenta cabeca preta com 0s
colares nucais evidentes, sendo 0 preto um pouco mais estreito, a zona vertebral é de coloracdo
coral, com as margens delimitadas por estrias longitudinais pretas e largas, os lados sédo

amarelados e o ventre, com semilunares pretas.

FIGURA 4 - Desenhos esqueméticos do padrdo de coloracdo dorso-ventral de Phalotris lemniscatus
lemniscatus (A), Phalotris lemniscatus trilineatus (B), Phalotris reticulatus (C) e Phalotris lemniscatus
divittatus (D) (llustracdo adaptada de LEMA 1984).

Ferrarezzi (1993b) sugeriu que a espécie Phalotris lemniscatus, como reconhecida por
Lema (1984), ndo é um tadxon monofilético. Algumas das subespécies parecem ser mais
proximamente relacionadas a Phalotris bilineatus, o que o levou a elevar Phalotris reticulatus
ao nivel especifico. Outro problema ainda carente de revisdo é a propria identidade taxonémica

dos nomes reconhecidos por Lema (1984). A grande variagdo morfoldgica observada impede o



reconhecimento inequivoco de muitos individuos, sugerindo problemas na diagnose de todos os
taxons atualmente reconhecidos no grupo.

Visto que ndo ha qualquer trabalho publicado acerca desses taxons envolvendo
ferramentas moleculares, e que o estudo de tdxons mais elevados, baseado nesses caracteres,
tem ajudado a langar uma nova visdo acerca dessas relagdes, o objetivo deste estudo é fazer uma
analise das relagBes filogenéticas existentes entre os taxons relacionados a Phalotris lemniscatus
e a Phalotris reticulatus, visando fornecer informagdes que auxiliem no entendimento da

sistematica desse grupo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAGEM DOS TAXONS E DOS GENES

Para este estudo, foram utilizadas amostras de tecidos (figado ou musculo), preservadas
em alcool 90%, de 29 individuos depositados nas colecdes cientificas do Laboratério de
Herpetologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e do Museu de Ciéncias
e Tecnologia da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (MCT-PUCRS) (Tabela
1). Dadas algumas incertezas no reconhecimento de alguns dos taxons do grupo, foram
incluidas amostras para cada taxon, de diferentes regifes geograficas, sempre que possivel. As
amostras referentes aos grupos externos foram retiradas do banco de dados do NCBI Genbank,
entretanto, ndo se conseguiu amostras de algumas das espécies escolhidas para alguns genes
(Tabela 2). A identificacdo das subespécies foi feita segundo o trabalho que esta sendo
desenvolvido acerca da taxonomia do grupo de Phalotris lemniscatus, com base em caracteres
meristicos e morfométricos (Fabiane Noronha, em prep.). Nao foi possivel obter amostras de
individuos da subespécie Phalotris lemniscatus divittatus, pertencente ao complexo de espécies
estudado.

Com relacdo aos grupos externos, foram incluidos os tdxons Phalotris nasutus,
Elapomophus quinquilineatus e Apostolepis dimidiata, pertencentes a tribo Elapomorphini. Para
0 enraizamento dos cladogramas foi escolhido Psomophis joberti, pois, com base nas filogenias
de ZAHER et al. (2009), de VIDAL et al. (2010) e de PYRON et al. (2011), pertence a um
grupo de divergéncia antiga dentre os Xenodontinae. Infelizmente, muitas espécies de
Elapomorphini sdo raras, e contam com poucos testemunhos em colegdes cientificas,
especialmente amostras de tecidos. Por esta razdo, ndo foi possivel aumentar o nimero de

taxons de Elapomorphini no grupo externo.



TABELA 1 - Individuos de Elapomorphini amostrados e seu municipio e instituigdo de origem. UFRGS,
colecdo cientifica do Laboratério de Herpetologia da UFRGS; MCP, colecdo cientifica do Museu de
Ciéncias e Tecnologia da PUCRS.

Identificagdo Espécie Municipio Estado Pais
UFRGS 4806 Phalotris lemniscatus lemniscatus Rosario do Sul RS BR
UFRGS 4938 Phalotris lemniscatus lemniscatus Alegrete RS BR
UFRGS 4965 Phalotris reticulatus Bom Jesus RS BR
UFRGS 5194 Phalotris reticulatus Bom Jesus RS BR
UFRGS 5267 Phalotris lemniscatus lemniscatus Santana do Livramento RS BR
UFRGS 5351 Phalotris lemniscatus lemniscatus Bom Jesus RS BR
UFRGS 5363 Phalotris lemniscatus* Alegrete RS BR
UFRGS 5387 Phalotris lemniscatus lemniscatus Alegrete RS BR
UFRGS 5400 Phalotris lemniscatus lemniscatus Manoel Viana RS BR
UFRGS 5401 Phalotris lemniscatus lemniscatus Manoel Viana RS BR
UFRGS 5402 Phalotris lemniscatus lemniscatus Manoel Viana RS BR
UFRGS 5417 Phalotris lemniscatus lemniscatus Manoel Viana RS BR
UFRGS 5427 Phalotris lemniscatus lemniscatus Rosério do Sul RS BR
UFRGS 5529 Phalotris reticulatus Bom Jesus RS BR
UFRGS 5641 Phalotris nasutus - MT BR
UFRGS 5718 Phalotris lemniscatus lemniscatus Alegrete RS BR
UFRGS 5767 Phalotris lemniscatus lemniscatus Dom Pedrito RS BR
UFRGS 6026 Phalotris lemniscatus lemniscatus Bagé RS BR
UFRGS 6058 Phalotris lemniscatus lemniscatus Eldorado do Sul RS BR
UFRGS 6088 Phalotris lemniscatus lemniscatus Quarai RS BR
UFRGS 6092 Phalotris lemniscatus trilineatus Quintdo RS BR
UFRGS 6112 Phalotris lemniscatus lemniscatus Santana do Livramento RS BR
UFRGS 6113 Phalotris lemniscatus lemniscatus Santana do Livramento RS BR

MCP 6390 Phalotris lemniscatus trilineatus Lagoa dos Esteves SC BR

MCP 6869 Phalotris reticulatus Caxias do Sul RS BR
MCP 11795 Phalotris lemniscatus trilineatus Arambaré RS BR
MCP 11826 Phalotris lemniscatus™ Cachoeira do Sul RS BR
MCP 12131 Phalotris leminscatus™ Dom Feliciano RS  BR
MCP 16521 Phalotris lemniscatus lemniscatus Cacapava do Sul RS BR




TABELA 2 - Identificacdo das sequiéncias retiradas do banco de dados do NCBI Genbank.

Espécie 12S 16S BDNF Cyth
Apostolepis dimidiata GQ457782.1 GQ457725.1 - -
Elapomorphus quinquilineatus GQ457794.1 GQ457735.1 - -
Phalotris nasutus GQ457818.1 GQ457757.1 - GQ895880.1
Psomophis joberti GQ457829.1 GQ457768.1 - GQ895887.1

O estudo teve como base dados moleculares referentes aos marcadores mitocondriais
Citocromo b (Cyt b), 12S RNA ribossomal (12S) e 16S RNA ribossomal (16S), além do
marcador nuclear Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (brain-derived neurotrophic factor,
BDNF). A amplificacdo, via Reacdo de Polimerizagdo em Cadeia (PCR), para a obtencéo de um
montante maior do fragmento de interesse, foi feita utilizando-se os primers 703Botp (5° TCA
AAY ATC TCA ACC TGA TGA AAY TTY GG 3°) e MVZl16p (5 GGC AAA TAG GAA
GTATCAYTC TGG YTT 3’), ambos modificados de POOK et al. (2000), para a amplificacdo
do gene Cyt b; L1091 (5° CAA ACT AGG ATT AGA TAC CCT ACT AT 3’), modificado de
KOCHER et al. (1989), e H1557 (5> GTA CRC TTA CCW TGT TAC GAC TT 3’), modificado
de KNIGHT e MINDELL (1994), para a amplificacdo do gene 12S; 16S F (5> CGC CTG TTT
ATC AAA AAC AT 3’) e 16S R (5 CCG GTC TGA ACT CAG ATC ACG T 3’), extraidos de
MOTT e VIEITES (2009), para a amplificacdo do marcador 16S; e BDNF_DRV_F1 (5> ACC
ATCCTTTTC CTK ACT ATG G 3’) e BDNF_DRV_R1 (5> CTATCT TCC CCT TTT AAT
GGT C 3), extraidos de VIEITES et al. (2007), para a amplificacdo do gene BDNF.

2.2 PROTOCOLOS LABORATORIAIS

Todas as amostras de tecido obtidas sofreram processo de extracdo, segundo o
Protocolo de Extracdo com Sal (NaCl) (MEDRANO et al. 1990). No termociclador, o programa
utilizado para a amplificagdo do marcador Cyt b foi de 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, para a
desnaturacdo da dupla fita de DNA, seguido de 3 minutos a 54°C, para o anelamento dos
primers com a fita molde, e terminando com 1 minuto a 72°C, para a polimerizagdo (extensao)
da nova molécula de DNA. Para a amplificacdo dos marcadores 12S e 16S o programa utilizado
foi de 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, para a desnaturacdo, seguido de 45 segundos a 53°C,
para o anelamento, e de 1 minuto e 30 segundos a 72°C, para a extensdo. Por fim, para a
amplificacdo do marcador BDNF, o programa utilizado iniciou-se com 9 ciclos de 30 segundos
a 94°C, 1 minuto a 60°C (touchdown: menos 1°C por ciclo) e 1 minuto e 30 segundos a 72°C,
seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, para a desnaturagdo, 1 minuto a 50°C, para o0
anelamento, e 1 minuto e 30 segundos, para a extensao.

Todas as etapas de para obtengdo dos dados moleculares foram realizadas no

Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Zoologia da UFRGS. Entretanto, a



purificacdo e o sequenciamento do marcador Cyt b foi feita no Laboratério de Genémica da
PUCRS e, dos marcadores 12S, 16S e BDNF, pela empresa MACROGEN (Coréia do Sul).

2.3 ALINHAMENTO E ANALISES FILOGENETICAS

As sequéncias foram corrigidas manualmente, pela simples observacdo do
cromatograma, por meio do software BioEdit (HALL 1999), para posterior alinhamento das
sequiéncias no software MAFFT (KATOH et al. 2002), mantendo-se os parametros padrédo do
programa. Utilizou-se o programa MEGA5 (TAMURA et al. 2011) para a verificar se o
alinhamento permitia uma traducéo adequada para proteina, no caso dos genes codificantes (Cyt
b e BDNF), e 0 DnaSP (LIBRADO & ROZAS 2009) para obter o nimero de sitios polimorficos
e de sitios informativos em cada marcador. O software Mesquite (MADDISON & MADDISON
2010) foi utilizado para concatenar os dados dos quatro marcadores em uma Unica matriz. As
analises filogenéticas realizadas foram a de Parcimoénia e a Inferéncia Bayesiana, utilizando-se,
respectivamente, os softwares TNT (GOLOBOFF et al. 2008) e MrBayes (HUELSENBECK &
RONQUIST 2001; RONQUIST & HUELSENBECK 2003). Informagdes sobre o padrdo de
coloracdo dos individuos usados como terminais foram apresentadas juntamente com o0s
cladogramas obtidos, visando avaliar a concordancia dos resultados com a taxonomia atual.

Na analise de Parciménia foi feita uma busca heuristica pelas arvores 6timas. Utilizou-
se a opcao Traditional Search, com 100 RAS (Random Addition Sequences) por um maximo de
10 arvores por repeticdo, seguido pela troca de ramos utilizando-se o algoritmo Tree Bissection
Reconnection (TBR). Os indices de Consisténcia e de Retencdo foram calculados para cada
arvore 6tima, e o Suporte de Bremer foi calculado retendo arvores subdtimas com até 20 passos
adicionais.

A andlise Bayesiana foi feita com 5.000.000 geracdes, em quatro cadeias, retendo as
arvores a cada 1000 gerac0es, utilizando os Modelos de Evolu¢do HKY+G para 0 12S e 0 Cyt
b, GTR+G para 0 16S e K80 para o BDNF, os quais foram inferidos segundo o critério AIC,
utilizando-se o software JModelTest (GUINDON & GASCUEL 2003). O programa Tracer
(RAMBAUT & DRUMMOND 2007) foi utilizado para verificar a estabilidade da analise e para

calcular o burn in.

3. RESULTADOS

3.1 SEQUENCIAS

O alinhamento das sequéncias do marcador 12S resultou em 425 sitios, sendo 64 sitios
polimérficos. Para o gene 16S foram obtidos 500 sitios, com 37 sitios polimoérficos. Com o

alinhamento das sequéncias do Cyt b, 584 sitios foram obtidos, sendo 132 polimorficos. E, por



fim, para o marcador BDNF o alinhamento resultou em 637 sitios, destes, somente 6 eram

polimorficos.

3.2 ANALISE DE PARCIMONIA

Obtiveram-se duas arvores igualmente parcimoniosas, com Indice de Consisténcia igual
a 0,792 e de indice de Retencdo igual 0,843. A éarvore resultante do consenso estrito apresentou
463 passos, e, sobre ela, o Suporte de Bremer foi calculado (Figura 5).

3.3 INFERENCIA BAYESIANA

Apos a estabilizacdo da cadeia, o burn in calculado foi de 10%, o que corresponde a
descartar as 500 primeiras arvores retidas, utilizando-se somente as restantes para a simulagao
da distribuicdo a posteriori. A arvore obtida apresenta politomias em varios ramos (Figura 6),

sendo que o tamanho dos ramos diz respeito ao tempo de divergéncia dos clados encontrados.

4. DISCUSSAO

Todos os terminais do grupo interno formaram um agrupamento monofilético com valor
elevado de suporte. Na arvore obtida pelo método de parciménia o género Phalotris ficou
parafilético, contudo, o ramo que une Phalotris nasutus a Elapomorphus quiquilineatus
apresenta um valor de Suporte de Bremer muito baixo. A adequagdo dos agrupamentos
genéricos, dentro de Elapomorphini nunca foi testada usando marcadores moleculares e apenas
a hipdtese de FERRAREZZI (1993b), obtida com dados morfolégicos, apresenta abrangéncia
taxondmica adequada e sustenta o arranjo reconhecido atualmente. Contudo, a relacdo entre o0s
géneros proposta por FERRAREZZI (1993b) ndo tem sido recuperada em todos os estudos com
marcadores moleculares (ZAHER et al. 2009; VIDAL et al. 2010; PYRON et al. 2011). A baixa
amostragem taxondmica, porém, ainda impede que consideracdes mais robustas sejam feitas,
uma vez que usualmente apenas uma ou duas espécies de cada género foram incluidas nas
analises moleculares.

O relacionamento filogenético entre os clados recuperados dentro do grupo interno foi
pouco suportado e nenhum dos quatro taxons identificados a priori foram recuperados como
monofiléticos. Desta maneira, os resultados ndo permitiram obter uma hipétese consistente do
relacionamento entre os tdxons do grupo interno. Contudo, os resultados indicam problemas na
taxonomia atualmente vigente, corroborando com estudos morfoldgicos existentes (LEMA

1984) e em andamento (Fabiane Noronha, em prep.).
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FIGURA 5 - Arvore de consenso estrito entre as duas arvores de Méaxima Parciménia obtidas com a analise concatenada de 2146 pb dos marcadores 12S, 16S, BDNF e Cyt b

(Cl= 0,792 e RI=0,843). Os valores dos ramos correspondem ao Suporte de Bremer. As letras B, P e D se referem, respectivamente, ao colar nucal branco, ao colar nucal

preto e a linha dorsal, com os nimeros correspondendo a ausente (0), vestigial (1) e presente (2). L se refere as linhas laterais, podendo ser estreita (1) ou larga (2). As letras a

direita (A, B, C, D e D1) correspondem aos clados recuperados ao se associar a coloragdo e a localidade dos individuos com a topologia da arvore. * Individuos com

identificacdo incerta.
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correspondem aos clados recuperados ao se associar a coloragao e a localidade dos individuos com a topologia da arvore. * Individuos com identificacdo incerta.



Ao se relacionar a coloragdo dos individuos, sua localidade e sua posi¢do na arvore, é
possivel verificar a existéncia de quatro clados mais inclusivos, correspondendo, na Figura 5, as
letras A, B, C e D, verificando-se, dentro do Gltimo, um grupo mais homogéneo, aqui tratado
como D1. No que diz respeito a relagao dos clados, o grupo A foi recuperado como grupo irmao
dos demais taxons, alocados em uma politomia. Todos esses agrupamentos apresentam um
suporte muito baixo.

O Clado A abriga todos os individuos oriundos de vérias localidades associadas ao
Escudo Sul-riograndense, porém também inclui um individuo de Rosario do Sul (todos esses
com morfologia atribuivel a Phalotris lemniscatus lemniscatus) e um de Arambaré, na Planicie
costeira, com morfologia atribuivel a Phalotris lemniscatus trilineatus.

O Clado B abriga trés individuos de Santana do Livramento e um de Quarai, os quais
corresponderiam a Phalotris lemniscatus lemniscatus, que, segundo a descricdo de LEMA
(1984), anteriormente citada, apresentaria os colares nucais bem evidentes e trés estrias
longitudinais pretas e largas, sendo propria do Pampa Uruguaio. Entretanto, ha individuos que,
devido a sua coloracdo e localidade, deveriam estar presentes neste clado para que a hipétese de
taxon monofilético fosse sustentada, mas que ficaram alocados em outros grupos, tais como 0s
espécimes de Phalotris lemniscatus lemniscatus de Dom Pedrito, de Bagé e de Cacapava do
Sul, presentes no grupo A. Além de estar presente neste grupo dois exemplares de Santana do
Livramento que ndo apresentam o colar nucal preto.

Com relacdo ao Clado C, este inclui individuos morfologicamente semelhantes, com
caracteristicas diagnosticas de Phalotris lemniscatus lemniscatus, apresentando as trés estrias
longitudinais bem marcadas, porém sem os colares nucais brancos e pretos. Contudo, outros
individuos morfologicamente semelhantes estdo alocados em outros clados, tais como trés dos
quatro espécimes de Phalotris lemniscatus lemniscatus oriundos de Manoel Viana, agrupados
no ramo D, e os de Rosério do Sul e de Eldorado do Sul, agrupados no ramo A.

O Clado D também agrupa individuos com padrdo de coloracdo distinto, atribuiveis a
diferentes taxons, além de individuos de regides geomorfoldgicas distintas. Aqui foram
agrupados individuos de Phalotris lemniscatus lemniscatus, Phalotris lemniscatus trilineatus e
todos os exemplares de Phalotris reticulatus, com distribui¢Ges desde o Pampa, até o Planalto e
o litoral Catarinense. O subgrupo D1 foi destacado por ter-se mostrado monofilético, agrupando
espécimes de uma mesma localidade (Bom Jesus) e com um padrdo de coloragdo semelhante, o
qual corresponderia a Phalotris reticulatus (colares nucais bem evidentes, porém com a linha
vertebral ausente ou vestigial e as linhas laterais mais largas, com distribuicdo propria do
Planalto Meridional do Brasil).

Relacbes semelhantes as encontradas na arvore de Parcimonia puderam ser observadas
na arvore obtida pela Inferéncia Bayesiana (Figura 6) e praticamente os mesmos clados foram

identificados (A, B, C, D e D1). O resultado também demonstrou a impossibilidade de



reconhecer como monofiléticos os taxons atualmente reconhecidos. Nessa analise pode-se
verificar, por meio do tamanho do ramo, a distancia entre o grupo interno e os individuos de
Phalotris nasutus, a qual é o dobro do comprimento do ramo que separa o género Phalotris de
Apostolepis e de Elapomorphus, podendo esta ser a explicacdo para o fato de o Gltimo ter-se
alocado juntamente com Phalotris nasutus na Analise de Parcimonia.

A maior diferenga se deu no Clado B recuperado por parcimdnia, mas que manteve 0s
individuos de Santana do Livramento, porém excluiu o exemplar de Quarai, o qual ficou
alocado como uma politomia entre 0s demais exemplares do grupo B e com o ramo que abriga
os Clados A, C e D. Os grupos A, C e D agruparam os mesmos individuos que a arvore de
parciménia, inclusive o D1. Vale ressaltar que um estudo em andamento (Fabiane Noronha, em
prep.) também ndo tem tido sucesso em obter caracteres morfoldgicos que sustentem a
identificagdo dos taxons conforme o padrdo de coloracdo observado em cada regido. Uma
explicacdo possivel para a auséncia de uma distingdo clara entre os taxons pode estar na
existéncia de individuos hibridos, sugeridos por LEMA em diversos trabalhos (Lema 1984,
2002) os quais, segundo ele, teriam sido os responsaveis por boa parte das descricdes e
categorizagdes erroneas. Tais individuos ditos hibridos seriam, na realidade, intermediarios
morfoldgicos, ja que LEMA (1984) apontou a existéncia de regiBes onde ocorreriam
intergradacBes das subespécies em contato. Segundo LEMA (1984), Phalotris lemniscatus
lemniscatus encontra e intergrada com Phalotris lemniscatus trilineatus no lado oriental do Rio
Grande do Sul e do Uruguai e, para o nordeste da Depressdo Central do Rio Grande do Sul,
dispersa-se pelas elevagfes escalariformes que transicionam do Pampa para o Planalto e ai
intergrada com Phalotris reticulatus, produzindo hibridos de dificil. Phalotris lemniscatus
trilineatus parece intergradar com as subespécies do Planalto Meridional, tendo sua dispersao
continuamente barrada pelo intercruzamento (LEMA 1984). Na regido entre 0 campo interno e a
planicie costeira, no RS e no Uruguai, ocorrem hibridos com Phalotris lemniscatus lemniscatus,
tornando dificil a identificacdo de exemplares procedentes desta zona (LEMA 2002). Com
relacdo a Phalotris reticulatus, nas encostas meridionais do Planalto, no Rio Grande do Sul,
encontra e intergrada com Phalotris lemniscatus lemniscatus, bem como no limite nordeste do
planalto, ainda no Rio Grande do Sul, intergrada com a subespécie litoranea (LEMA 1994).

Sabendo disso podemos inferir que, no caso do grupo A, os individuos se encontram
distribuidos no Escudo Sul-riograndense, uma zona na qual hd grande contato entre as
subespécies (Figura 2) e, como elas se intercruzam, ha um fluxo génico constante entre uma e
outra, gerando, por vezes, individuos hibridos também visualmente (intermediarios
morfoldgicos), como os reconhecidos por LEMA. Os resultados que vem sendo obtidos por
Fabiane Noronha também apontam uma grande variacdo de caracteres morfologicos nessa

regiao.



Observando também a arvore obtida pela Inferéncia Bayesiana, percebe-se ramos muito
curtos dentro do complexo de Phalotris lemniscatus, indicando pouco tempo de divergéncia
dentro do grupo interno. Tal fato também corrobora para a hipétese dos “hibridos™, j& que ha
muitos individuos com morfologia intermediéria, o que indica que ainda podem ocorrer muitas
trocas génicas, impedindo que haja uma estruturagio desses grupos. E ntretanto, outro ponto a
se considerar € que se sabe que alguns marcadores ndo sao monofiléticos para algumas espécies,
gerando resultados contraditérios e confundindo as analises. Sendo assim, o resultado obtido
neste trabalho pode estar indicando que os marcadores utilizados talvez ndo sejam

suficientemente informativos para esclarecer as relacGes existentes entre grupos tao recentes.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Baseado nos genes em questdo, os dados obtidos ndo corroboraram com a estruturacio e
com a nomenclatura tradicional, indicada pelo padrdo de coloracdo dos individuos. Os
marcadores utilizados apresentaram poucos sitios informativos, sobre o que se podem inferir
dois pontos: ou os genes escolhidos ndo foram adequados para a solugdo do problema, visto que
ha casos de linhagens de genes que ndo sdo monofiléticas para determinadas espécies; ou
realmente se trata de uma linhagem com pouco tempo de divergéncia, o que ainda pode estar
sendo agravado pelo fluxo génico atual. O fato de os estudos morfoldgicos também nédo
encontrarem caracteres claros que diferenciem os taxons, corrobora com a credibilidade da
segunda hipdtese. Os quatro morfotipos reconhecidos na literatura parecem resultado de um
processo de diferenciacdo geografica muito recente, com trocas génicas provavelmente ainda
existentes, e que ainda ndo pode ser detectado pelos marcadores genéticos estudados. Assim, 0s
taxons relacionados a Phalotris lemniscatus, atualmente tratados como subespécies e até como
espécies distintas, deveriam ser sinonimizados a espécie nominal. Em suma, independentemente
da resposta, um estudo com um nimero maior de marcadores moleculares se faz necessario,
além da utilizacdo de outras abordagens como filogeografia, para elucidar a composicdo das
populagdes, e o estudo de microssatélites, que apresentam altas taxas de mutagdo e
recombinagdo, sendo muito Gteis na analise de diferencia¢des recentes (OLIVEIRA et al. 2006).
E interessante também incluir Phalotris bilineatus em analises futuras devido a possivel
proximidade filogenética com Phalotris lemniscatus (FERRAREZZI 1993b). Além disso, ndo
ha nenhum trabalho envolvendo marcadores moleculares que inclua essa relacdo em suas

analises.
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Commentaries on published papers are intended for scholarly exchange of different views or
interpretations of published data and should not contain personal attack; authors of concerned
papers may be invited to reply to comments on their papers.

Special issues
Special issues with collected papers such as a Festschrift (see Zootaxa 1325 and Zootaxa 1599)

within the scope of the journal are occasionally published. Guest editors should send the
proposal to the chief editor for approval and instructions. Although guest editors for special
issues are responsible for organising the peer review of papers collected within these issues,
they must follow Zootaxa's style, stardard and peer review procedures. If any papers by the
guest editors are to be included in the special issue, then these papers must be handled by
editors/colleagues other than the editor(s) involved. Special issues must be 60 or more
pages. Normally funding is required to offset part of the production cost. Author payment for
open access is strongly encouraged. Reprints can be ordered for the entire issue or for

individual papers.

Preparation of manuscripts
1) General. All papers must be in English. Authors whose native language is not English are
encouraged to have their manuscripts read by a native English-speaking colleague before

submission. Nomenclature must be in agreement with the International Code of Zoological

Nomenclature (4th edition 1999), which came into force on 1 January 2000. Author(s) of
species name must be provided when the scientific name of any animal species is first
mentioned (the year of publication needs not be given; if you give it, then provide a full
reference of this in the reference list). Authors of plant species names need not be given. Metric
systems should be used. If possible, use the common font New Times Roman and use as little
formatting as possible (use only bold and italics where necessary and indentions of paragraphs
except the first). Special symbols (e.g. male or female sign) should be avoided because they are
likely to be altered when files are read on different machines (Mac versus PC with different
language systems). You can code them as m# and f#, which can be replaced during page setting.
The style of each author is generally respected but they must follow the following general

guidelines.

2) The title should be concise and informative. The higher taxa containing the taxa dealt with in
the paper should be indicated in parentheses: e.g. A taxonomic revision of the genusAus (Order:

family).
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3) The name(s) of all authors of the paper must be given and should be typed in the upper case
(e.g. ADAM SMITH, BRIAN SMITH & CAROL SMITH). The address of each author should
be given in italics each starting a separate line. E-mail address(es) should be provided if
available.

4) The abstract should be concise and informative. Any new names or new combinations
proposed in the paper should be mentioned. Abstracts in other languages may also be included
in addition to English abstract. The abstract should be followed by a list of key words that are

not present in the title. Abstract and key works are not needed in short correspondence.

5) The arrangement of the main text varies with different types of papers (a taxonomic revision,
an analysis of characters and phylogeny, a catalogue etc.), but should usually start with
an introduction and end with a list of references. References should be cited in the text
as Smith (1999), Smith and Smith (2000) or Smith et al. (2001) (3 or more authors), or
alternatively in a parenthesis (Smith 2000; Smith & Smith 2000; Smith et al. 2001). All
literature cited in the text must be listed in the references in the following format (see asample
page here in PDF).

A) Journal paper:
Smith, A. (1999) Title of the paper. Title of the journal in full, volume number,

page range.
B) Book chapter:

Smith, A. & Smith, B. (2000) Title of the Chapter. In: Smith, A, Smith, B. &
Smith, C. (Eds), Title of Book. Publisher name and location, pp. x-y.
C) Book:

Smith, A., Smith, B. & Smith, C. (2001) Title of Book. Publisher name and
location, xyz pp.

C) Internet resources

Author (2002) Title of website, database or other resources, Publisher name
and location (if indicated), number of pages (if known). Available from:

http://xxx.xxx.xxx/ (Date of access).

Dissertations  resulting from graduate studies and non-serial proceedings of
conferences/symposia are to be treated as books and cited as such. Papers not cited must not be

listed in the references.

Please note that (1) journal titles must be written in full (not abbreviated); (2) journal titles

and volume numbers are followed by a ","; (3) page ranges are connected by "n dash”, not
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hyphen "-", which is used to connect two words. For websites, it is important to include the last
date when you see that site, as it can be moved or deleted from that address in the future.

On the use of dashes: (1) Hyphens are used to link words such as personal names, some
prefixes and compound adjectives (the last of which vary depending on the style manual in
use). (2) En-dash or en-rule (the length of an ‘n’) is used to link spans. In the context of our
journal that means numerals mainly, most frequently sizes, dates and page numbers (e.g. 1977—
1981; figs 5-7) and also geographic or name associations (Murray—Darling River; a Federal—
State agreement). (3) Em-dash or em-rule (the length of an ‘m’) are used far more infrequently,
and are used for breaks in the text or subject, often used much as we used parentheses. In
contrast to parentheses an em-dash can be used alone; e.g. What could these results mean—that

Niel had discovered the meaning of life? En-dashes and em-dashes should not be spaced.

6) Legends of illustrations should be listed after the list of references. Small illustrations should
be grouped into plates. When preparing illustrations, authors should bear in mind that the
journal has a matter size of 25 cm by 17 cm and is printed on A4 paper. For species illustration,
line drawings are preferred, although good quality B&W or colour photographs are also

acceptable. See a guide here for detailed information on preparing plates for publication.

7) Tables, if any, should be given at the end of the manuscript. Please use the table function in
your word processor to build tables so that the cells, rows and columns can remain aligned when
font size and width of the table are changed. Please do not use Tab key or space bar to type

tables.

8) Keys are not easy to typeset. In a typical dichotomous key, each lead of a couplet should be
typed simply as a paragraph as in the box below:

1 Seven setae present on tarsus | ; four setae present on tibia I; leg | longer than the body; legs
black in color ... Genus A

- Six setae present on tarsus I; three setae present on tibia I; leg | shorter than the body; legs
brown in color ... 2

2 Leg Il longer than leg | ... Genus B

- Leg Il shorter than leg | ... Genus C

Deposition of specimens
Whenever possible, authors are advised to deposit type specimens in national or international
public museums or collections. Authors are also advised to request registration numbers of

deposited material in advance of the acceptance of papers to avoid unnecessary delay of
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publication. Some countries (e.g. Australia) require that primary type specimens be deposited in
collections of the country of origin; authors are advised to take this into consideration.

Submission

Please follow the above basic guidelines and check if your manuscript has been prepared
according to the style and format of the journal. Authors are encouraged to submit manuscripts
by e-mail as attachments to the subject Editors responsible for your taxa or subject areas;

manuscripts on small insect orders without subject editors should be submitted to Dr Ernest
Bernard (ebernard@utk.edu); manuscripts on other invertebrate taxa without subject editors
should be submitted to the Chief editor.

Prior to submitting a manuscript and figures to an editor, please check our website if there are

two or more editors per subject, and then contact one of these to announce your intention to
submit a manuscript for review. Please indicate the size of the manuscript, the number of figures
and the format of these files. Your editor can then respond with special instructions, especially

for the submission of many image files.

When you submit your manuscript to your editor, it will be more expedient to the review
process if you offer the names of three or more potential reviewers with their complete postal
and email addresses. It is also important to include the following statements in your cover

letter:

1) All authors agree to its submission and the Corresponding author has been authorized by co-
authors; 2) This Article has not been published before and is not concurrently being considered
for publication elsewhere (including another editor at Zootaxa); 3) This Article does not violate
any copyright or other personal proprietary right of any person or entity and it contains no
abusive, defamatory, obscene or fraudulent statements, nor any other statements that are

unlawful in any way.

Otherwise, your manuscript will not be processed.

For manuscripts with numerous illustrations, which might be saved as separate TIFF or JPG
files, for the purpose of review, it will be easier and more efficient for the subject editors and
reviewers to have the figures converted into one larger PDF (Portable Document Format)file,
instead of requiring the subject editor to save many files, cutting and copying these into a string
of messages/files to the reviewers. You should retain the original figures in a higher resolution

format for the final production of the accepted paper. For the text, PDF file along with RTF


http://www.mapress.com/zootaxa/support/editor.html
mailto:ebernard@utk.edu
http://www.mapress.com/zootaxa/support/editor.html
http://www.mapress.com/zootaxa/support/editor.html
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html

(Rich Text format) files are preferred. The advantage of submitting a rtf file for the text part of
the manuscript is that the reviewers can emend the manuscript electronically. If you can not
prepare PDF files, then submit text in RTF and the figures in TIFF (line drawing scanned at 600
dpi and half tone at 300 dpi; please use LZW compression, if you can, to reduce the size of e-
files for easy transmission); if halftone TIFF files are too big (exceeding 2 MB), then submit
them in jpeg. See here for detailed information on preparing plates for publication.

Vector files (charts, maps etc) are best submitted as EMF.

If you do not have access to e-mail, you can send three copies of the manuscript by post. Please

double space your ms and leave ample margins for printed manuscripts.

Authors of accepted papers will be asked to submit an electronic version of the manuscript so
that the publisher needs not to re-key or scan the ms. At this stage, the text part of the ms must
be submitted as RTF or MS Word files and figures as TIFF files. Authors please be aware that
line drawings must be scanned at 600 or 900 dpi as line art (=1 bit); they must NOT be scanned

as 8 bit or full colour images. Please read details here.

In submitting the final version of revised manuscript to editors, authors are asked to provide the
following information to all proper typesetting and indexing of the manuscript:

1) Corresponding author name and email

2) Author last name and running title (<40 characters; to be used in footer)

3) Number of plates and cited references

4) High taxon name (i.e. taxon section in Zootaxa website) and number of new taxa described in

the paper

Authors need to complete and return an Assignment of Copyright form when paper is accepted

for publication. Authors of institutions that do not allow transfer of copyrights to publishers
(e.g. government institutions such as USDA, CSIRO) should attach a copyright waiver or

similar documents.

Review process

When a manuscript is received by the Editor, he/she will have it reviewed by at least two peers
qualified to evaluate the manuscript and he/she normally asks the reviewers to complete the
review in one month. However, the reviewing process will normally take longer, depending on

the length of the manuscript and reviewer's responses.
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Publication
Once the manuscript is accepted by your subject editor, final files, produced according
toZootaxa requirement, will be forwarded by your subject editor to the chief editor, who will

then link with author and the printer to ensure that the paper is published without unnecessary
delay. Normally the proof will be sent to the author for checking 1 to 3 weeks after the final
files are accepted. The paper will usually be published with two weeks (for larger papers it will
take longer) once the corrections to the proof are received.

Page charge and colour plates. There is no page charge for publishing with Zootaxa.
Publication of colour figures/photographs in online edition is also free of charge (print version
in black and white). If colour plates in the print edition are desired, authors will be asked to
contribute towards the full cost. Current rates: 300 USD for the first colour page; 200 USD for

each additional colour page.

Open access. Zootaxa endorses the open access of taxonomic information and has published
more open access taxonomic papers than any other journal. Authors who have funds to publish
are strongly encouraged to pay a fee of 20 US$ per printed page to give free online access of
their papers to all readers at this site or their own site. Open access papers are read by more

people and are expected to have higher citation rates.

Reprints. Each author will be given a free e-reprint (PDF) for personal use (printing a copy for
own use or exchange with other researchers, but not for deposition in a library/website/ftp-site
for public access).

Printed copies of each paper/monograph in the form of the regular reprint can also be produced

by the Publisher for purchase by authors at cost to authors, with a discount based on the number

of copies ordered.
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