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INTRODUCAO

Squamata, composto pelos lagartos, serpentes e anfisbenas, é um grupo
monofilético apoiado por mais de 50 sinapomorfias morfolégicas entre elas
numerosos caracteres derivados do cranio, esqueleto pds-craniano e tecidos moles.
Os primeiros fésseis datam do periodo Jurassico, era Mesozoica, conhecida como a
“Era dos répteis” (Vitt & Caldwell, 2009).

Diversos estudos morfolégicos (Camp, 1923; Estes et al., 1988; Conrad,
2008) dividem Squamata em dois grandes clados: Iguania (Iguanidae, Agamidae e
Chamaeleonidae) como grupo mais basal e Scleroglossa (Gekkota, Amphisbaenia,
Dibamidae, Serpentes e Autarchoglossa - Scincomorpha e Anguimorpha), seu
grupo-irmao. Devido a retencdo de inUmeros caracteres ancestrais encontrados
também nos Sphenodontidae (tuataras), grupo-irmao de Squamata, a posicao mais
basal de Iguania ndo era contestada, assim sendo lguania foi considerado um grupo
relativamente primitivo e Scleroglossa mais derivado. H& pouca discordancia entre
estes estudos e este arranjo classico foi amplamente aceito por muito tempo (Vitt &
Caldwell, 2009).

Recentemente, analises filogenéticas moleculares estao modificando estes
conceitos morfolégicos classicos sobre as relagdes entre os Squamata. As
filogenias moleculares ndao apresentaram suporte para a dicotomia classica entre
Iguania e Scleroglossa e rejeitaram o monofiletismo de muitos taxons. A monofilia
de Iguania é aceita pela maioria dos estudos, mas a de Scleroglossa foi contestada
diversas vezes tanto por estudos morfolégicos quanto moleculares (Townsend et al.,
2004; Vidal & Hedges, 2009; Wiens et al., 2010). Em niveis taxon6micos inferiores
ndao ha consenso sobre o status e a relacdo entre os taxons (Frost et al., 2001;
Knapp & Gomez-Zlatar, 2006; Townsend et al., 2011).

Os Iguanidae (sensu lato Boulenger, 1884; Etheridge & De Queiroz, 1988)
tem sido repetidamente divididos e reunidos ao longo dos ultimos 15 anos (Knapp &

Gomez-Zlatar, 2006). Segundo Estes et al., 1988 esta familia pertence a infraordem



Iguania, juntamente com as familias Chamaeleontidae e Agamidae. Etheridge & De
Queiroz, 1988 foram os primeiros a sugerir uma reconstrucao filogenética deste
grupo e reconheceram oito grupos informais: Anolo6ides, Basiliscineos, Crotafineos,

Iguanineos, Morunasaurineos, Oplurineos, Sceloporineos e Tropidurineos.

Frost & Etheridge, 1989 refutaram a monofilia de Iguanidae e, embora nao
tenham conseguido resolver as relacbes internas do grupo, reconheceram a
monofilia dos oito grupos informais propostos por Etheridge & De Queiroz, 1988, os
quais foram transformados em familias: Polychridae, Corytophanidae,
Crotaphytidae, Iguanidae, Hoplocercidae, Opluridae, Phrynosomatidae e
Tropiduridae, esta dltima subdividida em 3 subfamilias - Tropidurinae,

Leiocephalinae e Liolaeminae.

Macey et al., 1997 e Schulte et al., 2003 em um estudo com dados
morfoldégicos e moleculares encontraram forte suporte para o monofiletismo de
Iguanidae e sugeriram o retorno das oito principais linhagens ao nivel de

subfamilias.

Frost et al., 2001, por sua vez, em um trabalho com dados morfolégicos e
moleculares propdem onze familias, elevando e dividindo as subfamilias,
Tropidurinae, Leiocephalinae e Liolaeminae de Frost & Etheridge, 1989 em familias:
Corytophanidae, Crotaphytidae, Iguanidae, Hoplocercidae, Leiosauridae, Opluridae,
Phrynosomatidae, Polychrotidae, Tropiduridae, Leiocephalidae e Liolaemidae. Neste
mesmo estudo também reconheceram dois grandes grupos dentro de Iguania,
Acrodonta, com Agamidae e Chamaeleonidae, e Pleurodonta com todos os demais

iguanideos.

Townsend et al., 2011 mostra uma outra topologia dividindo o grupo em doze
familias: Corytophanidae, Crotaphytidae, Iguanidae, Hoplocercidae, Leiosauridae,
Opluridae, Phrynosomatidae, Polychrotidae, Tropiduridae, Leiocephalidae,

Liolaemidae e Dactyloidae.



A familia Tropiduridae, de interesse neste estudo, é composta exclusivamente
por lagartos sul americanos, reunindo os géneros Eurolophosaurus, Microlophus,

Uranoscodon, Plica, Strobilurus, Stenocercus, Uracentron e Tropidurus.

O género Tropidurus foi extensamente estudado por Rodrigues, 1981, 1984,
1986, 1987 e 1988. Atualmente este género compreende 23 espécies de lacertilios
neotropicais que ocorrem na América do Sul continental, a leste dos Andes
(Rodrigues, 1987; Frost et al., 2001). Segundo Frost et al., 2001 as espécies do
género estdo divididas em quatro grupos (spinulosus, bogerti, semitaeniatus e

torquatus) distinguiveis por caracteres morfolégicos, incluindo padrées de coloracao.

Grupo_spinulosus - T. callathelys (Harvey & Gutberlet, 1998), T. guarani

(Alvarez et al., 1994), T. melanopleurus (Boulenger, 1902), T. spinulosus (Cope,
1862) e T. xanthochilus (Harvey & Gutberlet, 1998);

Grupo bogerti - T. bogerti (Roze, 1958);

Grupo semitaeniatus - T. helenae (Manzani & Abe, 1990), T. pinima

(Rodrigues, 1984), T. semitaeniatus (Spix, 1825) e T. jaguaribanus (Passos et al.,
2011);

Grupo torquatus (Figura 1) - T. chromatops (Harvey & Gutberlet, 1998), T.

cocorobensis (Rodrigues, 1987), T. erythrocephalus (Rodrigues, 1987), T. etheridgei
(Cei, 1982), T. hispidus (Spix, 1825), T. hygomi (Reinhardt & Luetken, 1861), T.
insulanus (Rodrigues, 1987), T. itambere (Rodrigues, 1987), T. montanus
(Rodrigues, 1987), T. mucujensis (Rodrigues, 1987), T. oreadicus (Rodrigues, 1987),
T. psammonastes (Rodrigues et al., 1988) e T. torquatus (Wied, 1820).



2 - T. cocorobensis

4 - T. cf. etheridgei

5-T. hispidus o 6 - T. hygomi

Figura 1: Fotos das espécies do grupo torquatus
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Figura 1: Continuagao das fotos das espécies do grupo torquatus



O grupo torquatus esta representado por formas diurnas e heli6filas, sendo
extremamente abundantes nos varios tipos de formacdes abertas da América do Sul
cisandina (Rodrigues, 1987). E constituido por formas predominantemente
saxicolas, mas com espécies que possuem populacdes saxicolas e arenicolas.
Porém a ultima filogenia disponivel ndo abrange toda a extensdo geografica da
ocorréncia das formas arenicolas e indica que pode ter ocorrido o surgimento
independente de linhagens que ocupam os ambientes arenosos (Frost et al., 2001).
Segundo Rodrigues, 1987 a existéncia de espécies, ou populacées de uma espécie,
limitadas a regides arenosas em um grupo majoritariamente saxicola € um fato
zoogeografico e ecoldgico importante. A ocupacdo dos ambientes arenosos por
espécies de Tropidurus do grupo torquatus ocorreu em T. cocorobensis (Rodrigues,
1987), T. hygomi (Vanzolini & Gomes, 1979; Rodrigues, 1987) e T. psammonastes
(Rodrigues et al., 1988). Ja as outras espécies como T. etheridgei, T. hispidus, T.

torquatus e T. oreadicus possuem populagdes tanto saxicolas como arenicolas.

As espécies do grupo forquatus sao separadas por caracteres qualitativos e
meristicos. A forma e posi¢ao das bolsas de acarianos, um carater qualitativo que foi
ignorado por muito tempo, revelou-se importante na divisdo das espécies. Foi Wied,
1825 quem mencionou pela primeira vez as bolsas, outros pesquisadores apenas
comentaram o carater sem dar grande importancia. Estas bolsas sdo pregas de pele
muitas vezes profundas, revestidas por escamas muito reduzidas ou granulos aonde
geralmente sdo encontrados acaros da familia Trombiculidae, dai o nome “bolsas de
acarianos”. Somente apos os trabalhos de Vanzolini & Gomes, 1979 e Cei, 1982 é
que foram utilizadas como um carater para separar as espécies. Para o grupo
torquatus tanto a forma como a posicdo das bolsas de acarianos € constante na
mesma espécie, além de estarem presentes em embrides prestes a eclodir, 0 que
demonstra a sua determinacao genética. Dentro do grupo quando ha simpatria entre
duas ou mais espécies, elas sempre diferem na disposicdo das bolsas e as que
apresentam o mesmo tipo sdo facilmente separadas por outros caracteres, como 0s
meristicos. No grupo torquatus estas bolsas sdo encontradas em quatro regides
(anteumeral, lateral do pescoco, postumeral ou axilar e prefemoral ou virilha) e
divididas em oito tipos distintos. Tropidurus torquatus, espécie de estudo deste

trabalho, é caracterizada por possuir duas bolsas de acarianos muito rasas na



lateral do pescoco, duas a trés areas na regido axilar com granulos e uma pequena

prega na virilha também revestida por granulos (Rodrigues, 1987).

T. torquatus foi descrita por Wied em 1820, com base em exemplares do
leste brasileiro. Ao longo dos anos diversos nomes foram publicados para esta
espécie (Rodrigues, 1987). Wied em sua viagem pelo Brasil entre 1815 e 1817,
descreveu o lagarto Stellio torquatus. Com o apoio da descricdo e da figura
apresentada, concluiu-se que refere-se a espécie T. torquatus (Rodrigues, 1987).
Paralelamente aparece a descricdo de Agama operculata (Lichtenstein, 1822) e
Agama brasiliensis (Raddi, 1822), que foram sinonimizadas a T. torquatus por
Rodrigues, 1987 e Frost, 1992. Lichtenstein, 1823 descreveu Agama taraguira como
uma espécie nova nos catalogos das duplicatas do Museu de Berlim, porém tanto a
localidade (Brasil) como a descricdo séo vagas, portanto o nome nunca foi utilizado.

Rodrigues, 1987 preferiu manté-la como espécie inquirenda ou nomen vanum.

Outra contribuicao importante veio em 1825 do naturalista Johann Baptist von
Spix que percorreu o Brasil e adicionou mais quatro nomes para as espécies do
grupo: Agama tuberculata, A. hispida, A. cyclurus e A. nigrocollaris. O primeiro, A.
tuberculata, foi posteriormente sinonimizado a T. torquatus, ja os outros trés nomes
referiam-se a uma nova espécie do grupo, T. hispidus. A. cyclurus e A. nigrocollaris
foram considerados sindnimos de T. hispidus (Rodrigues, 1987). Boulenger, 1885 no
final do século XIX propés um arranjo no qual foram considerados sinénimos de T.
torquatus os nomes Tropidurus microlepidotus (Fitzinger, 1843) e Taraguira darwinii
(Gray, 1845). Assim permaneceu até 1930, quando Burt & Burt, 1930 propuseram
que T. torquatus e T. hispidus fossem considerados subespécies de T. torquatus,
tornando-se respectivamente T. forquatus torquatus e T. torquatus hispidus. Apos
isso, estes mesmos autores, sinonimizaram a espécie T. hygomi com a subespécie
T. torquatus hispidus (Burt & Burt, 1931). Este arranjo foi muito criticado, mas
apesar disso foi seguido por boa parte da literatura. Em 1979 Vanzolini & Gomes
comecaram a dividir T. torquatus (sensu Burt & Burt, 1931). Eles revalidaram T.
hygomi, e chamaram a atencdo para que tanto T. torquatus quanto T. hispidus
passassem a ser nomes validos, chamando atencdo para o complexo hispidus /
torquatus (Rodrigues, 1987).



Gudynas & Skuk, 1983 descreveram para o norte do Uruguai Tropidurus
catalanensis, porém as espécies revisadas dessa localidade no trabalho de
Rodrigues, 1987 concordam com T. torquatus. Alguns dados fornecidos pelos
autores corroboram isto, outros sdo inconclusivos. Rodrigues, 1987 preferiu
sinonimizar T. catalanensis com T. torquatus. Cei, 1993, por sua vez, revalida T.
catalanensis como subespécie de T. forquatus, atribuindo estes nomes Tropidurus
torquatus torquatus e Tropidurus torquatus catalanensis. Na ultima filogenia
proposta por Frost, 2001 é formalizada a existéncia dos quatro grupos dentro do
género Tropidurus e considerada vélida a espécie T. torquatus (Wied, 1820). Na
Tabela 1 estda sumarizada as atribuicdes de nomes dados a esta espécie ao longo

destes anos.

Tabela 1: Atribuicdo de nomes a T. torquatus em ordem cronolégica.

Nome atribuido Autor e data
Stellio torquatus Wied, 1820
Agama operculata Lichtenstein, 1822
Agama brasiliensis Raddi, 1823
Agama taraguira Lichtenstein, 1823
Agama hispida sive tuberculata Spix, 1825
Tropidurus microlepidotus Fitzinger, 1843
Taraguira darwinii Gray, 1845
Tropidurus torquatus Boulenger, 1885
Tropidurus torquatus hispidus
Tro;ﬁdurus torc?uatus torqiz)Jatus Burt & Burt, 1930
Tropidurus hygom{ = _Tropldurus Burt & Burt, 1931
torquatus hispidus
Tropidurus catalanensis Gudynas & Skuk, 1983
Tropidurus catalanensis = Tropidurus Rodrigues, 1987
torquatus
Tropidurus torquatus torquatus Cei. 1993
Tropidurus torquatus catalanensis '
Tropidurus torquatus Frost, 2001

T. torquatus (Wied, 1820) apresenta a maior distribuicdo geografica do
género Tropidurus (Rodrigues, 1987), se estendendo do norte do estado do
Tocantins a provincia de Corrientes na Argentina e do leste boliviano a costa
brasileira, desde o sul da Bahia a S&o Paulo (Anexo I). Dentro desta ampla
distribuicao, observou-se a existéncia de dois conjuntos populacionais. Um conjunto,
chamado de “populacdes interioranas”, representado por populacdes

predominantemente saxicolas encontradas no Cerrado de Minas Gerais, Goias,
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Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Maranh&o e Tocantins, assim como em enclaves
de formacdes abertas na regidao da Mata Atlantica dos Estados de Bahia, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul (Rodrigues, 1987; De Sena et
al., 2008; Arruda et al., 2008). Um segundo conjunto, tratado por “populacdes
litoraneas”, e representado por populac¢des de habitos arenicolas ocorre nas dunas
e/ou restingas da costa da Bahia, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Rodrigues, 1987)
(Figura 2). Adicionalmente, € comum encontrar T. torquatus vivendo em simpatria
com outras espécies do grupo torquatus tanto em formagdes abertas como em
ambientes com influéncia antropica, como exemplo, podemos citar a ocorréncia de
simpatria com T. jtambere, T. oreadicus e T. etheridgei nos Cerrados do Brasil
Central, e com T. hispidus e T. montanus no sul da Serra do Espinhaco em Minas
Gerais. Seu habito alimentar oportunista e generalista e a capacidade de ocupar
uma diversidade de microhdbitats podem ser responsaveis por sua ampla

distribuicao geografica (Rodrigues, 1987).



1 - T. torquatus (Arinos/MG_CP110)

5 - T. torquatus (Sooretama/ES_MTR21590)

Figura 2: Fotos de exemplares de T. forquatus de diferentes localidades
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6 - T. torquatus (Osasco/SP)
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Figura 2: Continuagéo das fotos de exemplares de T. torquatus de diferentes

localidades
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Esta espécie apresenta dimorfismo sexual em relacdo a coloracao, a forma e
ao tamanho do corpo. Ao atingir a maturidade sexual os machos desenvolvem
manchas amarelas ventrais que escurecem com o envelhecimento até se tornarem
completamente negras em individuos idosos (Figura 3). Ja as fémeas ndo possuem
essas manchas ventrais, assim como os individuos sexualmente imaturos (Pinto et
al., 2005). Em relacdo ao tamanho e a forma do corpo, os machos sdo maiores
porém mais estreitos do que as fémeas. Este dimorfismo sexual também é
observado em outras espécies do género Tropidurus, como em T. hispidus e T.
semitaeniatus (Vitt & Goldberg, 1983), T. hygomi (Vanzolini & Gomes, 1979), T.
itambere (Van Sluys, 1998), T. melanopleurus (Perez-Mellado & De La Riva, 1993),
T. oreadicus (Vitt, 1993) e em espécie prdéxima de outro género como Uranoscodon
flaviceps (Vitt & Zani, 1996).

Figura 3: Macho adulto evidenciando a mancha negra ventral.

Além do dimorfismo sexual também existem caracteristicas morfolégicas
externas distintas observadas nos grupos populacionais citados. As diferencas entre
os dois grupos, saxicola e arenicola, estdo relacionadas ao tamanho corporal
(Anexo ll), tipo e tamanho de unhas, tipo de escamas supra-oculares e padrao de
coloragao ventral dos machos adultos, que aparentemente, é um fator importante
para a identificagdo sexual e hierarquia social (Pinto et al, 2005) (Anexo Ill).
Comparando esta diferenciacao morfoldgica intraespecifica comentada em diversos
trabalhos (Rodrigues, 1987; Frost, 1992), também encontrou-se uma diferenciagéao
cariotipica em individuos da localidade de Guaibim, no litoral do Estado da Babhia,
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em relacdo a individuos de localidades do interior dos estados de Goias, Minas

Gerais e Sdo Paulo (Kasahara et al., 1996).

No entanto, esta dicotomia entre os grupos populacionais ndo é tdo clara
quando se compara o padrao de coloracao ventral dos machos. Ao contrario das
demais espécies do grupo torquatus, onde a presenca ou auséncia de pigmentacao
€ constante, assim como, para as populagdes saxicolas de T. torquatus, nas
populagdes arenicolas, individuos podem ou nao apresentar coloracdo ventral na
mesma localidade. As populagdes arenicolas sdo morfologicamente mais variadas
do que as populacdes saxicolas, isto pode demonstrar que apds uma diferenciacao
morfolégica devido a um isolamento geografico houve o restabelecimento do contato
génico. Diante deste complexo padrdo de variagdo, Rodrigues, 1987 aventou a
possibilidade de que estes dois complexos populacionais poderiam representar duas
espécies distintas. No entanto, o autor preferiu trata-las como um Unico taxon na
auséncia de caracteres inequivocos, mesmo porque, em algumas localidades da
costa, especialmente na proximidade de costdes rochosos, estes morfotipos
ocorrem em simpatria. Isso ocorre, por exemplo, em Petropolis no Rio de Janeiro,
localidade considerada como intermediaria por Rodrigues, 1987 por conter os dois

morfotipos.

Na expectativa de explicar esta aparente dicotomia entre estes dois
complexos populacionais, Rodrigues, 1987 sugeriu que até o final do ultimo glacial
(Warm-Wisconsin) poderia existir isolamento reprodutivo parcial entre as
populacdes litoraneas e interioranas de T. torquatus. Este isolamento teria surgido
em periodos interglaciais, caracterizados por clima mais quente e umido, durante os
quais as florestas se expandiram promovendo a retracao das formacoes abertas. O
contato entre estas populagdes teria ocorrido nos episédios glaciais, durante os
quais as florestas tiveram sua area muito reduzida e as areas abertas se
expandiram. E um modelo no qual se assume que mudangas climaticas reduziram
as florestas tropicais Umidas a refugios isolados e que este isolamento pode
promover especiacdo (Pessoa, 2007). Este modelo, chamado de Teoria dos
Refugios Florestais, tem sido utilizado para explicar uma série de padroes
geograficos e de diferenciacdo encontrados em diversas espécies de vertebrados
(Vanzolini, 1981). Esta hipotese sugere que a divergéncia entre estas populacoes
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ocorreu antes do final do Pleistoceno e poderia ser testada atualmente com analises

filogeogréficas.

Dessa forma, apesar dos caracteres morfoldgicos indicarem uma separacao
dos grupos litoraneos e interioranos e de haver uma diferenciagdo cariotipica, a
auséncia de variacdo dos caracteres meristicos e o compartilhamento do tipo e
namero de bolsas de acarianos ndo separam estes dois grupos € podem apenas
refletir diferencas adaptativas relativas a ecologia das populagdes (Rodrigues,
1987), dai a importancia de um estudo filogeografico que esclareca esta questao.

A filogeografia € uma area que integra dados genéticos com a geografia e
pode ser definida como o estudo dos principios e dos processos que delineiam a
distribuicdo geogréafica de linhagens genealdgicas (Avise et al., 1987; Avise, 1994).
Os processos evolutivos envolvidos séo: isolamento geografico e diversificacao
associada a gradientes ecolégicos. Estimar e quantificar os componentes espaciais
e temporais de estrutura intraespecifica das populagdes, e interpretar os processos
evolutivos e ecoldgicos responsaveis por ela, sdo 0s objetivos principais da
filogeografia (Sites & Morando, 2009). A filogeografia lida com a distribuicao espacial
de alelos cuja relacao filogenética pode ser inferida unindo micro e macroevolucao
justamente por utilizar ambas as abordagens e conceitos em uma s6 andlise
(Martins & Domingues, 2011).

Avise et al., 1979 realizaram o primeiro estudo utilizando uma abordagem
explicitamente filogeografica com roedores dos géneros Peromyscus e Geomys na
América do Norte. Este estudo ja apresentava os elementos basicos da abordagem
filogeografica que permanecem até hoje. Apds isso diversos trabalhos com a
mesma abordagem foram publicados e o termo filogeografia foi firmado em um
trabalho classico realizado por Avise et al. em 1987.

Neste trabalho os autores utilizaram trés premissas na formulacdo de
hip6teses de estudos filogeograficos:

(1) a maior parte das espécies é composta de populacées geograficamente
estruturadas cujos membros ocupam ramos distintos em uma genealogia;
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(2) espécies que possuem pouca ou nenhuma estrutura filogeografica
possuem habitos que incluem dispersdao de individuos ou grupos e
ocupam areas onde nao existem barreiras fisicas conspicuas que

impecam o fluxo génico;

(3) grupos intraespecificos monofiléticos separados por grandes distancias
genéticas surgem de persistentes barreiras ao fluxo génico.

Por fim houve uma revolugédo na utilizacdo do uso de conceitos filogenéticos
ao nivel intraespecifico ao considerar os individuos de uma espécie como unidades
taxonémicas operacionais (Operational Taxonomic Units - OTUs) em andlises de

genética de populagcdes (Martins & Domingues, 2011).

Desde entdo a regido Neotropical tem sido objeto de interesse da
filogeografia ndo sé como uma unidade que se destaca das demais regides do
globo, mas também como uma regido complexa e extremamente diversa. Esta
regiao € caracterizada por um mosaico formado por grandes areas de florestas
separadas por formacdes abertas. Em um estudo que analisou os padrdes de
distribuicdo das aves na América do Sul foram levantados trinta e trés areas de
endemismo, com isso varios outros trabalhos vém buscando uma melhor
compreensdo da existéncia ou ndo de padrbes geograficos e a relacao histérica
entre essas areas (Cracraft, 1985).

Os primeiros estudos filogeograficos publicados com a fauna brasileira
focaram-se no bioma Amazénia. Nos Ultimos anos, houve um crescimento das
publicacées com estudos realizados com a fauna da Mata Atlantica, um dos biomas

mais ameacados do planeta (Martins, 2011).

A Mata Atlantica € um bioma composto por muitos tipos diferentes de
vegetacgdes, incluindo a diagonal aberta composta pela Caatinga, Cerrado e Chaco
(Cabanne, 2009). Com o aumento de estudos filogeograficos houve uma tentativa
de estabelecer um padrao de distribuicdo em relacdo a variabilidade genética deste

bioma.
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Em um levantamento de diversos estudos filogeograficos realizado por
Batalha-Filho & Miyaki, 2011, observou-se que na Mata Atlantica existem trés
principais descontinuidades filogeograficas associadas as glaciacdes e atividades
neo-tectdnicas ocorridas no Quaternario, assim como a diversificagdo de linhagens
dentro de espécies também parece ter se concentrado no Pleistoceno. A existéncia
de um componente mais ao norte e outro mais ao sul na Mata Atlantica referente ao
rio Doce no estado de Minas Gerais e o rio Paraiba do Sul no estado de Sao Paulo,
€ um consenso entre estes estudos. A outra descontinuidade é referente ao Rio Sao
Francisco que divide os estados de Sergipe e Alagoas. Apesar de ainda nao ser
possivel levantar um padrao geral, a existéncia de padrées congruentes entre
diferentes taxons é uma forte evidéncia a favor de uma histéria comum neste bioma
(Cracraft, 1985).

Entre os estudos filogeograficos levantados podemos citar: a serpente
Bothrops jararaca (Grazziotin et al., 2006); os lagartos Gymnodactylus darwinii
(Pellegrino et al., 2005), Leposoma do grupo scincoides (Pellegrino et al., 2011),
Ecpleopus gaudichaudii (Michiute, 2010) e Enyalius (Bertolotto, 2006); abelhas
(Batalha-Filho et al., 2010); anfibios (Carnaval et al., 2009; Thomé et al., 2010;
Amaro et al.,, 2012); aves (Cabanne et al., 2007; Cabanne et al., 2008); morcegos
(Martins et al., 2009) e plantas (Ribeiro et al., 2010).

Muitas hipéteses biogeograficas foram propostas na tentativa de explicar ou
até mesmo definir um padrao geografico. Uma das principais hipéteses utilizadas
por estes estudos para explicar estas descontinuidades filogeogréaficas foi a Teoria
dos Refugios Florestais (Haffer, 1969; Vanzolini & Williams, 1970; Brown &
Ab’Saber, 1979). Esse modelo propde a especiacao por alopatria e tem como base
as variagOes climaticas extremas com alternancia de periodos glaciais e interglaciais
que ocorreram durante o Quaternario (Epoca Pleistoceno / Era Cenozdica). Durante
os periodos glaciais o clima era mais frio e seco. A maior parte da agua se
encontrava congelada, o que favoreceu no Hemisfério Sul a expansao das areas
abertas e a retragcdo das florestas, favorecendo a expansdo dos ambientes
ocupados por espécies de formacdes abertas como os T. torquatus (populacdes
interioranas) e limitando as florestas a reflugios isolados no meio dessas areas
abertas. Ja durante os periodos interglaciais o clima era mais quente e umido.
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Devido ao descongelamento das geleiras ocorreu um aumento da quantidade de
agua disponivel, com consequente aumento do nivel do mar no Hemisfério Sul,
proporcionando a retracao das areas litoraneas, afetando as populacdes litordneas
de T. torquatus, as quais por sua vez foram limitadas a areas menores. Tanto o
continente como o litoral sofreram diversas retracbes e expansdes da area
disponivel. O resultado dessa expansdo e retragcdo foi o isolamento e o
reagrupamento de muitas populacdes animais e vegetais. Com o tempo essas
populacdes podem acumular cada vez mais diferencas nas frequéncias dos alelos e

por fim se tornarem distintas (Rodrigues, 1987).

Outra hipétese utilizada foi o0 modelo de diversificacao dos rios como barreiras
(Wallace, 1852). Esta hipdtese tem sido amplamente discutida dentro do contexto
da Floresta Atlantica porque alguns rios séo limites de faunas e podem atuar como
barreiras ao fluxo génico. O Rio Doce, por exemplo, € um limite de distribuicdo de
muitas espécies (Lomolino et al, 2005; Costa et al, 2000; Silva et al., 2004;
Pellegrino et al., 2005). Outro exemplo é o vale geolégico do rio Paraiba do Sul que
limita a distribuicdo de alguns taxons, indicando que a atividade tectdnica que
formou o vale ocorrida no fim do Terciario e inicio do Pleistoceno teve papel

importante na separacao e evolugao de populacdes (Silva & Straube, 1996).

T. torquatus ocupa uma ampla area com grande heterogeneidade ao longo
da sua distribuicao geogréfica, abrangendo diferentes ambientes. Portanto & certo
que esta espécie sofra diferentes pressdes seletivas ao longo da sua distribuicao.
Slatkin, 1987 afirma que enquanto houver contato entre as populacdées ha fluxo
génico, mesmo em espécies com ampla distribuicdo geogréafica, como é o caso de
T. torquatus. Nestas espécies o fluxo génico mantém a continuidade genética entre
populacdes nos extremos da distribuicdo da espécie através das populacdes
intermediarias. Nao havendo contato pode ocorrer uma especiacdo alopatrica.
Havendo contato pode ocorrer uma especiacao simpatrica aonde o interrompimento
do fluxo génico se da através de diferencas ecoldgicas e comportamentais

acumuladas nas subdivisées das populacdes.

Dados de sequéncias de DNA sao capazes de fornecer informacdes sobre o
nivel de fluxo génico entre populacdes (Slatkin, 1987), detectar eventos de fundador
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e gargalos populacionais (Avise, 1994; Avise, 2000) e estimar a expansao de
territério em relagdo a localizacdo de supostos reflgios e zonas de expansao
(Rogers & Harpeding, 1992), sendo por isso, especialmente Uteis para investigar os
processos de especiacao (Moritz et al., 1987; Terborgh, 1992; Avise, 2000).

As principais vantagens do uso do DNA mitocondrial (DNAmt) séo: seu
tamanho reduzido, heranca predominantemente materna (Lansman et al., 1983),
auséncia de recombinacao (Battey & Clayton, 1980; Hayashi et al., 1981), auséncia
de segregacao de alelos (Avise, 1994) e uma taxa de evolugdao 5 a 10 vezes mais
rapida em relagdo ao genoma nuclear (Brown et al., 1979; Brown et al., 1982).
Assim para este estudo optou-se pela utilizagdo tanto de genes mitocondriais quanto

nucleares.

Uma abordagem filogeografica com base em marcadores mitocondriais e
nucleares possibilita estimar de forma indireta a origem e divergéncia de linhagens
ou espécies. Dentro deste contexto tedrico, este projeto procurou investigar a
histéria evolutiva do que tratamos atualmente por T. torquatus através do uso de
dados moleculares. Esta espécie possui caracteristicas que a tornam uma escolha
interessante para um estudo filogeografico pois se trata de uma espécie com ampla
distribuicdo geografica que abrange uma diversidade de hébitas ao longo dela, além
da sua alta plasticidade adaptativa que a torna capaz de colonizar ambientes bem

diversos.
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OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo principal o estudo filogeografico da
espécie Tropidurus torquatus (Squamata: Tropiduridae) através do sequenciamento
de diferentes genes mitocondriais e nucleares.

Os objetivos especificos desse trabalho sao:

(1) compreender como a variabilidade genética da espécie esta distribuida
geograficamente;

(2) propor uma hipoétese filogeografica para a espécie;

(3) verificar a existéncia de correlagdo entre estrutura filogeografica e os

morfotipos saxicola e arenicola.
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MATERIAL E METODOS

Material para estudo

Foram analisados 165 individuos de T. torquatus amostrados em 48
localidades dos estados de Bahia, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Espirito Santo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, S&do Paulo e Tocantins (Anexo I;
Tabela 2), provenientes de coletas realizadas pela equipe do Laboratério de
Herpetologia do IB/USP ou gentiimente cedidos por pesquisadores de outras
instituicdes. Os vouchers e tecidos biol6gicos correspondentes estdo depositados no
Museu de Zoologia da USP e no Banco de Tecidos de Vertebrados do

Departamento de Zoologia (IB/USP), respectivamente.

Como grupos-externos foram utilizadas quatro espécies do grupo forquatus,
T. insulanus, T. hispidus, T. oreadicus e T. cocorobensis, uma do grupo
semitaeniatus, T. semitaeniatus, e os géneros Strobilurus e Uranoscodon (Frost et
al., 2001).
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Tabela 2: Espécies, nUmeros de campo, localidades e coordenadas de todas as amostras utilizadas

Espécie CNQ de Localidade Coordenadas
ampo Latitude Longitude

Tropidurus torquatus LG 1559 Aproveitamento Multiplo de Manso - MT 14°52'0.00"S | 55°47'60.00"O
Tropidurus torquatus JC 1359 Rio Curumatai/Augusto de Lima - MG 189%6'3.27"S 44°18'39.82"0
Tropidurus torquatus MRT 7662 Babaculandia - TO 7°12'26.92"S | 47°45'49.04"0
Tropidurus torquatus MRT 7687 Babaculandia - TO 7°12'26.92"S | 47°45'49.04"O
Tropidurus torquatus 946079 Barra do Garcas - MT 15°953'34.81"S | 52°15'35.70"0
Tropidurus torquatus 3615 Praia Itaguaré/Bertioga - SP 23°46'45.00"S | 45°58'7.00"0
Tropidurus torquatus MTR 13622 Camacan - BA 15925'24.47"S | 39°32'26.45"0
Tropidurus torquatus MTR 13654 Camacan - BA 15925'24.47"S | 39°32'26.45"0
Tropidurus torquatus MTR 15896 Camacan - BA 15925'24.47"S | 39°32'26.45"0
Tropidurus torquatus MTR 15927 Camacan - BA 15925'24.47"S | 39°32'26.45"0
Tropidurus torquatus MTR 15934 Camacan - BA 15925'24.47"S | 39°32'26.45"0
Tropidurus torquatus MTR 15960 Camacan - BA 15925'24.47"S | 39°32'26.45"0
Tropidurus torquatus MTR 15961 Camacan - BA 15925'24.47"S | 39°32'26.45"0
Tropidurus torquatus MTR 16086 Camacan - BA 15925'24.47"S | 39°32'26.45"0
Tropidurus torquatus MTR 16253 Camacan - BA 15925'24.47"S | 39°32'26.45"0
Tropidurus torquatus JFT 121 Duas Bocas - ES 20°16'50.53"S | 40°30'30.25"0
Tropidurus torquatus JFT 440 Duas Bocas - ES 20°16'50.53"S | 40°30'30.25"0
Tropidurus torquatus JFT 623 Duas Bocas - ES 20°16'50.53"S | 40°30'30.25"0
Tropidurus torquatus MTR 12021 Floresta Nacional de Goytacazes - ES 19926'59.89"S | 40°5'4.86"0

Tropidurus torquatus MTR 21231 Praia Lopes Mendes/Angra dos Reis - RJ 23°10'01.3"S | 44°07'54.42"0
Tropidurus torquatus MTR 21232 Praia Lopes Mendes/Angra dos Reis - RJ 23°10'01.3"S | 44°07'54.42"0
Tropidurus torquatus MTR 21233 Praia Lopes Mendes/Angra dos Reis - RJ 23°10'01.3"S | 44°07'54.42"0
Tropidurus torquatus MTR 21234 Praia Lopes Mendes/Angra dos Reis - RJ 23°10'01.3"S | 44°07'54.42"0
Tropidurus torquatus MTR 12517 ltadnas - ES 18925'27.73"S | 39°42'18.25"0
Tropidurus torquatus MTR 21244 Restinga de Jacarepid/Saquarema - RJ 22°56'00.47"S | 42°27'12.82"0
Tropidurus torquatus MTR 21245 Restinga de Jacarepiad/Saquarema - RJ 22°56'00.47"S | 42°27'12.82"0
Tropidurus torquatus MTR 21246 Restinga de Jacarepid/Saquarema - RJ 22°56'00.47"S | 42°27'12.82"0
Tropidurus torquatus MTR 21247 Restinga de Jacarepiad/Saquarema - RJ 22°56'00.47"S | 42°27'12.82"0




Espécie N® de Localidade - Coordenadas
Campo Latitude Longitude
Tropidurus torquatus MTR 21248 Restinga de Jacarepia/Saquarema - RJ 22°56'00.47"S | 42°27'12.82"0
Tropidurus torquatus MTR 21249 Restinga de Jacarepia/Saquarema - RJ 22°56'00.47"S | 42°27'12.82"0
Tropidurus torquatus MTR 21238 Restinga da Marambaia/Sao Gongalo - RJ 23°03'01.09" 43°39'12.8"0
Tropidurus torquatus MTR 21239 Restinga da Marambaia/Sao Gongalo - RJ 23°03'01.09" 43°39'12.8"0
Tropidurus torquatus MTR 21240 Restinga da Marambaia/Sao Gongalo - RJ 23°03'01.09" 43°39'12.8"0
Tropidurus torquatus MTR 21241 Restinga da Marambaia/Sao Gongalo - RJ 23°03'01.09" 43°39'12.8"0
Tropidurus torquatus MTR 21242 Restinga da Marambaia/Sao Gongalo - RJ 23°03'01.09" 43°39'12.8"0
Tropidurus torquatus MTR 21243 Restinga da Marambaia/Sao Gongalo - RJ 23°03'01.09" 43°39'12.8"0
Tropidurus torquatus MTR 21250 Restinga de Grussai/Sao Jodo da Barra - RJ 21°44'12.61"S | 41°01'56.05"0
Tropidurus torquatus MTR 21251 Restinga de Grussai/Sao Jodo da Barra - RJ 21°44'12.61"S | 41°01'56.05"0
Tropidurus torquatus JC 758 Mariana - MG 20°22'40.80"S | 43°25'0.06"0
Tropidurus torquatus MTR 21235 Restinga de Marica/Barra de Marica - RJ 22°57'45.16"S [ 42°51'34.2"0
Tropidurus torquatus MTR 21236 Restinga de Marica/Barra de Marica - RJ 22°57'45.16"S [ 42°51'34.2"0
Tropidurus torquatus MTR 21237 Restinga de Marica/Barra de Marica - RJ 22°57'45.16"S [ 42°51'34.2"0
Tropidurus torquatus MTR 12520 Mucuri - BA 18°3'19.97"S | 39°32'58.78"0O
Tropidurus torquatus MTR 12521 Mucuri - BA 18°3'19.97"S | 39°32'58.78"0
Tropidurus torquatus MTR 12522 Mucuri - BA 18°3'19.97"S | 39°32'58.78"0
Tropidurus torquatus MTR 12523 Mucuri - BA 18°3'19.97"S | 39°32'58.78"0
Tropidurus torquatus MTR 20246 Osasco - SP 23°31'54.09"S [ 46°47'23.72"0
Tropidurus torquatus MTR 21284 Osasco - SP 23°31'54.09"S [ 46°47'23.72"0
Tropidurus torquatus MTR 21623 Osasco - SP 23°31'54.09"S [ 46°47'23.72"0
Tropidurus torquatus MRT 6819 Palmas - TO 10°10'8.01"S | 48°19'54.18"0
Tropidurus torquatus MRT 4109 Parana - TO 12°36'58.25"S | 47°53'1.14"0
Tropidurus torquatus LG 1671 Peixe - TO 12°1'34.40"S | 48°32'22.62"0
Tropidurus torquatus MTR 20214 Peninsula de Marad/Barra Grande - BA 1496'55.54"S | 38%9'35.76"0
Tropidurus torquatus MRT 8206 Petrolina - GO 16°5'43.92"S | 49°20'12.38"0
Tropidurus torquatus MTR 22777 Petrépolis - RJ 22°30'16.70"S [ 43°10'56.38"0
Tropidurus torquatus LG 1301 Pindaiba - MT 14°57'52.34"S | 52°18'10.01"O
Tropidurus torquatus LG 1302 Pindaiba - MT 14°57'52.34"S | 52°18'10.01"O
Tropidurus torquatus Cp21 Piracicaba - SP 22°43'29.91"S [ 47°38'51.36"0
Tropidurus torquatus Cpi14 Piracicaba - SP 22°43'29.91"S [ 47°38'51.36"0
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. N2 de . Coordenadas

Especle Campo Localidade Latitude Longitude
Tropidurus torquatus Cpi2 Piracicaba - SP 22°43'29.91"S | 47°38'51.36"0
Tropidurus torquatus Cp27 Piracicaba - SP 22°43'29.91"S | 47°38'51.36"0
Tropidurus torquatus Cp20 Piracicaba - SP 22°43'29.91"S | 47°38'51.36"0
Tropidurus torquatus MTR 12530 Porto Seguro - BA 16°27'4.04"S 39°3'52.79"
Tropidurus torquatus MTR 12531 Porto Seguro - BA 16°27'4.04"S 39°3'52.79"
Tropidurus torquatus MTR 12532 Porto Seguro - BA 16°27'4.04"S 39°3'52.79"
Tropidurus torquatus MTR 12538 Porto Seguro - BA 16°27'4.04"S 39°3'52.79"
Tropidurus torquatus MTR 17506 Parque Estadual do Rio Doce/Marliéria - MG 19°945'47.26"S | 42°37'53.08"0
Tropidurus torquatus MTR 17522 Parque Estadual do Rio Doce/Marliéria - MG 19°45'47.26"S | 42°37'53.08"0
Tropidurus torquatus MTR 17570 Parque Estadual do Rio Doce/Marliéria - MG 19°45'47.26"S | 42°37'53.08"0
Tropidurus torquatus MTR 11554 Parque Nacional do Caparaé - ES 20°28'21.16"S | 41°43'32.22"0
Tropidurus torquatus MTR 11600 Parque Nacional do Caparaé - ES 20°28'21.16"S | 41°43'32.22"0
Tropidurus torquatus MTR 15764 Parque Nacional do Caparaé - ES 20°28'21.16"S | 41°43'32.22"0
Tropidurus torquatus MTR 15782 Parque Nacional do Caparaé - ES 20°28'21.16"S | 41°43'32.22"0
Tropidurus torquatus 10716 Parque Nacional do Caparaé - MG 20°25'16.80"S | 41°1'11.15"0
Tropidurus torquatus 10784 Parque Nacional do Caparaé - MG 20°25'16.80"S | 41°1'11.15"0
Tropidurus torquatus MTR 15431 Parque Nacional do Caparaé - MG 20°25'16.80"S | 41°1'11.15"0
Tropidurus torquatus 926155 Prado - BA 17°19'57.30"S | 39°13'50.97"0
Tropidurus torquatus 926157 A Prado - BA 17°19'57.30"S | 39°13'50.97"0
Tropidurus torquatus 926157 B Prado - BA 17°19'57.30"S | 39°13'50.97"0
Tropidurus torquatus 926156 B Prado - BA 17°19'57.30"S | 39°13'50.97"0
Tropidurus torquatus 926156 A Prado - BA 17°19'57.30"S | 39°13'50.97"0
Tropidurus torquatus 926155 B Prado - BA 17°19'57.30"S | 39°13'50.97"0
Tropidurus torquatus MTR 12498 Regéncia - ES 19°34'30.90"S | 39°47'14.10"0
Tropidurus torquatus MTR 12499 Regéncia - ES 19°34'30.90"S | 39°47'14.10"0
Tropidurus torquatus MTR 12500 Regéncia - ES 19°34'30.90"S | 39°47'14.10"0
Tropidurus torquatus MTR 17126 Reserva Bioldgica da Mata Escura/Jequitinhonha - MG 16°20'29.67"S | 40°59'52.70"0
Tropidurus torquatus MTR 17206 Reserva Bioldgica da Mata Escura/Jequitinhonha - MG 16°20'29.67"S | 40°59'52.70"0
Tropidurus torquatus MTR 17233 Reserva Bioldgica da Mata Escura/Jequitinhonha - MG 16°20'29.67"S | 40°59'52.70"0
Tropidurus torquatus MTR 17257 Reserva Bioldgica da Mata Escura/Jequitinhonha - MG 16°20'29.67"S | 40°59'52.70"0
Tropidurus torquatus MTR 17285 Reserva Bioldgica da Mata Escura/Jequitinhonha - MG 16°20'29.67"S | 40°59'52.70"0
Tropidurus torquatus MTR 17338 Reserva Bioldgica da Mata Escura/Jequitinhonha - MG 16°20'29.67"S | 40°59'52.70"0




L N2 de . Coordenadas
Especle Campo Localidade Latitude Longitude
Tropidurus torquatus MTR 17382 Reserva Bioldgica da Mata Escura/Jequitinhonha - MG 16°20'29.67"S | 40°59'52.70"0
Tropidurus torquatus MTR 17383 Reserva Bioldgica da Mata Escura/Jequitinhonha - MG 16°20'29.67"S | 40°59'52.70"0
Tropidurus torquatus MTR 17384 Reserva Bioldgica da Mata Escura/Jequitinhonha - MG 16°20'29.67"S | 40°59'52.70"0
Tropidurus torquatus MTR 17401 Reserva Bioldgica da Mata Escura/Jequitinhonha - MG 16°20'29.67"S | 40°59'52.70"0
Tropidurus torquatus MTR 21544 Reserva Bioldgica de Sooretama - ES 19°1'10.98"S 40°1'2.20"0
Tropidurus torquatus MTR 21565 Reserva Bioldgica de Sooretama - ES 19°1'10.98"S 40°1'2.20"0
Tropidurus torquatus MTR 21580 Reserva Bioldgica de Sooretama - ES 19°1'10.98"S 40°1'2.20"0O
Tropidurus torquatus MTR 21590 Reserva Bioldgica de Sooretama - ES 19°1'10.98"S 40°1'2.20"0O
Tropidurus torquatus MTR 21595 Reserva Bioldgica de Sooretama - ES 19°1'10.98"S 40°1'2.20"0O
Tropidurus torquatus MTR 12004 | Reserva da Companhia Vale do Rio Doce/Linhares - ES 19°8'12.49"S 40°3'41.53"0
Tropidurus torquatus MTR 12091 | Reserva da Companhia Vale do Rio Doce/Linhares - ES 19°8'12.49"S 40°3'41.53"0
Tropidurus torquatus MTR 12487 | Reserva da Companhia Vale do Rio Doce/Linhares - ES 19°8'12.49"S 40°3'41.53"0
Tropidurus torquatus MTR 21253 Santo Antdo/Santa Maria, RS 29°37'37"S 539%2'25"0
Tropidurus torquatus MTR 21254 Santo Antdo/Santa Maria, RS 29°37'37"S 539%2'25"0
Tropidurus torquatus MTR 21255 Santo Antdo/Santa Maria, RS 29°37'37"S 539%2'25"0
Tropidurus torquatus MTR 21256 Santo Antdo/Santa Maria, RS 29°37'37"S 539%2'25"0
Tropidurus torquatus MTR 21257 Santo Antdo/Santa Maria, RS 29°37'37"S 539%2'25"0
Tropidurus torquatus MTR 12537 Santa Cruz de Cabralia - BA 16°16'52.20"S [ 39°1'23.33"0
Tropidurus torquatus MTR 9997 Sao Domingos - GO 13°23'40.78"S | 46°19'35.31"0
Tropidurus torquatus MTR 21631 Serra dos Alves - MG 19°30'30.48"S | 43°27'15.27"0
Tropidurus torquatus MTR 21775 Serra dos Alves - MG 19°30'30.48"S | 43°27'15.27"0
Tropidurus torquatus MTR 21776 Serra dos Alves - MG 19°30'30.48"S | 43°27'15.27"0
Tropidurus torquatus MTR 21813 Serra dos Alves - MG 19°30'30.48"S | 43°27'15.27"0
Tropidurus torquatus MTR 21826 Serra dos Alves - MG 19°30'30.48"S | 43°27'15.27"0
Tropidurus torquatus MTR 21851 Serra dos Alves - MG 19°30'30.48"S | 43°27'15.27"0
Tropidurus torquatus MTR 13409 Trancoso - BA 16°33'16.20"S [ 39°7'22.90"0
Tropidurus torquatus MTR 13433 Trancoso - BA 16°33'16.20"S | 39°7'22.90"0
Tropidurus torquatus MTR 13435 Trancoso - BA 16°33'16.20"S [ 39°7'22.90"0
Tropidurus torquatus MTR 13446 Trancoso - BA 16°33'16.20"S [ 39°7'22.90"0
Tropidurus torquatus MTR 13447 Trancoso - BA 16°33'16.20"S [ 39°7'22.90"0
Tropidurus torquatus MTR 13448 Trancoso - BA 16°33'16.20"S [ 39°7'22.90"0
Tropidurus torquatus MTR 13647 Trancoso - BA 16°33'16.20"S [ 39°7'22.90"0

25



26

L N2 de . Coordenadas
Especle Campo Localidade Latitude Longitude

Tropidurus torquatus MTR 13464 Trancoso - BA 16°33'16.20"S | 39°7'22.90"0
Tropidurus torquatus MTR 13468 Trancoso - BA 16°33'16.20"S | 39°7'22.90"0
Tropidurus torquatus MTR 13469 Trancoso - BA 16°33'16.20"S | 39°7'22.90"0
Tropidurus torquatus MTR 11435 Usina Hidrelétrica de Corumbé/Luziania - GO 16°19'35.75"S | 47°94'20.01"O
Tropidurus torquatus MTR 11436 Usina Hidrelétrica de Corumbé/Luziania - GO 16°19'35.75"S | 47°94'20.01"O
Tropidurus torquatus MTR 11437 Usina Hidrelétrica de Corumbé/Luziania - GO 16°19'35.75"S | 47°94'20.01"O
Tropidurus torquatus MTR 11438 Usina Hidrelétrica de Corumbé/Luziania - GO 16°19'35.75"S | 47°94'20.01"O
Tropidurus torquatus MTR 11439 Usina Hidrelétrica de Corumbé/Luziania - GO 16°19'35.75"S | 47°94'20.01"O
Tropidurus torquatus MTR 11440 Usina Hidrelétrica de Corumbé/Luziania - GO 16°19'35.75"S | 47°94'20.01"O
Tropidurus torquatus MTR 11441 Usina Hidrelétrica de Corumbé/Luziania - GO 16°19'35.75"S | 47°94'20.01"O
Tropidurus torquatus MTR 11442 Usina Hidrelétrica de Corumbé/Luziania - GO 16°19'35.75"S | 47°94'20.01"O
Tropidurus torquatus MTR 11443 Usina Hidrelétrica de Corumbé/Luziania - GO 16°19'35.75"S | 47°94'20.01"O
Tropidurus torquatus MTR 11444 Usina Hidrelétrica de Corumbé/Luziania - GO 16°19'35.75"S | 47°94'20.01"O
Tropidurus torquatus MTR 11434 Usina Hidrelétrica de Corumbéd/Itiquira - MT 17°21'2.42"S 54°15'00.3"0

Tropidurus torquatus MRT 06715 Usina Hidrelétrica de Lajeado - TO 9°45'5.08"S 48°21'27.12"0
Tropidurus torquatus MRT 06716 Usina Hidrelétrica de Lajeado - TO 9°45'5.08"S 48°21'27.12"0
Tropidurus torquatus MRT 06722 Usina Hidrelétrica de Lajeado - TO 9°45'5.08"S 48°21'27.12"0
Tropidurus torquatus MRT 06782 Usina Hidrelétrica de Lajeado - TO 9°45'5.08"S 48°21'27.12"0
Tropidurus torquatus MRT 06768 Usina Hidrelétrica de Lajeado - TO 9°45'5.08"S 48°21'27.12"0
Tropidurus torquatus MRT 06769 Usina Hidrelétrica de Lajeado - TO 9°45'5.08"S 48°21'27.12"0
Tropidurus torquatus MRT 06654 Usina Hidrelétrica de Lajeado - TO 9°45'5.08"S 48°21'27.12"0
Tropidurus torquatus MRT 06637 Usina Hidrelétrica de Lajeado - TO 9°45'5.08"S 48°21'27.12"0
Tropidurus torquatus MRT 06638 Usina Hidrelétrica de Lajeado - TO 9°45'5.08"S 48°21'27.12"0
Tropidurus torquatus MRT 7037 Usina Hidrelétrica de Lajeado - TO 9°45'5.08"S 48°21'27.12"0
Tropidurus torquatus MRT 1249 Usina Hidrelétrica de Rosal/Guacui - ES 20°55'1.30"S | 41°43'16.04"0
Tropidurus torquatus MRT 1250 Usina Hidrelétrica de Rosal/Guacui - ES 20°55'1.30"S | 41°43'16.04"0
Tropidurus torquatus MD 1758 Una - BA 15°16'10.43"S 39°4'9.92"0

Tropidurus torquatus MTR 21386 Una - BA 15°16'10.43"S 39°4'9.92"0

Tropidurus torquatus MTR 21387 Una - BA 15°16'10.43"S 39°4'9.92"0

Tropidurus torquatus MTR 12543 Una - BA 15°16'10.43"S 39°4'9.92"0

Tropidurus torquatus MTR 12544 Una - BA 15°16'10.43"S 39°4'9.92"0

Tropidurus torquatus LSH 031 Viana - ES 20°23'22.16"S | 40°29'36.43"0




Espécie N® de Localidade - Coordenadas -

Campo Latitude Longitude
Tropidurus torquatus LG 2146 Vigosa - MG 20°45'16.52"S | 42°52'57.09"0
Tropidurus torquatus MTR 21388 Vitéria - ES 20°18'55.30"S | 40°18'6.36"0
Tropidurus torquatus MTR 21389 Vitéria - ES 20°18'55.30"S [ 40°18'6.36"0
Tropidurus torquatus MTR 21390 Vitéria - ES 20°18'55.30"S [ 40°18'6.36"0
Tropidurus torquatus MTR 21391 Vitéria - ES 20°18'55.30"S [ 40°18'6.36"0
Tropidurus torquatus MTR 21392 Vitéria - ES 20°18'55.30"S | 40°18'6.36"0
Tropidurus torquatus MTR 21393 Vitéria - ES 20°18'55.30"S [ 40°18'6.36"0

Uranoscodon superciliosus | MTR13078 Rio Abacaxis/Pacamiri - AM 04°35'49"S 58°13'14"0
Strobilurus torquatus MTR 16375 Arataca - BA 15°11'33.18"S | 39°20'48.72"0
Strobilurus torquatus MTR 16418 Arataca - BA 15°11'33.18"S | 39°20'48.72"0
Strobilurus torquatus 00123 Guaramiranga - CE 4°16'16.99"S | 389%6'46.48"O
Strobilurus torquatus 946188 B ltabuna - BA 14°47'21.40"S | 39°16'40.09"0
Strobilurus torquatus 946189 B ltabuna - BA 14°47'21.40"S | 39°16'40.09"0
Tropidurus semitaeniatus | MTR 22942 Contendas do Sincora - BA 13°46'54.07"S [ 41°2'58.48"0
Tropidurus semitaeniatus | MTR 22990 Contendas do Sincora - BA 13°46'54.07"S [ 41°2'58.48"0
Tropidurus insulanus LG1291 Vila Rica - MT 10°0'42.52"S 519%6'49.10"0
Tropidurus insulanus LG1293 Vila Rica - MT 10°0'42.52"S 519%'49.10"0
Tropidurus oreadicus MTR17902 Sao Desidério - BA 12°21'7.59"S 44°59'3.21"0
Tropidurus oreadicus MTR17903 Sao Desidério - BA 12°21'7.59"S 44°59'3.21"0
Tropidurus hispidus MTR12547 Guaibim - BA 13°17'25.30"S | 38°58'19.84"0
Tropidurus hispidus MTR12552 Salvador - BA 12°58'13.38"S | 38°30'44.58"0
Tropidurus cocorobensis | MTR906085 Mucugé - BA 13°0'24.02"S | 41°22'21.53"0
Tropidurus cocorobensis | MTR906086 Mucugé - BA 13°0'24.02"S | 41°22'21.53"0
Tropidurus cocorobensis | MTR906038 Morro do Chapéu - BA 11°35'0.55"S | 41°11'27.62"0
Tropidurus cocorobensis | MTR906039 Morro do Chapéu - BA 11°35'0.55"S | 41°11'27.62"0

Tropidurus cocorobensis | MTR907076 Nova Rodelas - BA 8°9%51'3"S 38°45'21"W

Tropidurus cocorobensis | MTR907077 Nova Rodelas - BA 8°9%51'3"S 38°45'21"W
Tropidurus cocorobensis MTR15364 Parque Nacional do Catimbau - PE 8°35'31.65"S | 37°14'43.66"O
Tropidurus cocorobensis MTR15397 Parque Nacional do Catimbau - PE 8°35'31.65"S | 37°14'43.66"O
Tropidurus cocorobensis 916234 Vacaria - BA 10°40'27.19"S | 42°37'43.95"0
Tropidurus cocorobensis 916235 Vacaria - BA 10°40'27.19"S | 42°37'43.95"0
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Obtencao de dados moleculares

Para a extracdo de DNA total utilizou-se fragmentos de tecidos (cauda, dedo
ou figado) de amostras congeladas ou preservadas em etanol utilizando a técnica

do acetato de amoénia descrita em Fetzner, 1999.

As amostras preservadas em etanol foram colocadas em uma estufa a 37°C
por 15 minutos para a eliminacdo do &lcool e as congeladas foram usadas
imediatamente apds o descongelamento. O fragmento de tecido de cada individuo
foi macerado separadamente em um tubo de 1,5ul com 300l de uma solucao de
lise celular (10mM de Tris base, 100mM de EDTA e 2% de SDS em agua, pH8,0). O
macerado foi incubado a 55°C por aproximadamente 60 minutos, apds a adicao de
3 a 5 pl de Proteinase-K (20mg/ml). Apbs esse periodo, adicionou-se 300ul de
acetato de aménia para a precipitacao das proteinas e as amostras foram incubadas
a -4°C por 30 minutos. Apds a incubacado as amostras foram centrifugadas por 10
minutos (13.000rpm) e o sobrenadante transferido para tubos novos. A estes tubos
foram adicionados 600ul de isopropanol absoluto e foram centrifugados por mais 10
minutos (13.000rpm). O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 700ul de etanol
a 70%. Mais 10 minutos (13.000rpm) de centrifugacédo e o etanol foi descartado.
Secou-se o pellet a temperatura ambiente overnight para a completa evaporagéao do
alcool. Por fim o pellet de DNA foi ressuspendido em 100pl de solucao tampéao TLE
(10mM de Tris base e 0,1mM de ETDA em agua, pH8,0) e colocado na estufa a
37°C por 60 minutos. As amostras extraidas foram quantificadas no Nanodrop
(Thermo Scientific NanoDrop 2000c Spectrophotometer) e foi feita uma diluicdo em

solucdo tampao TLE na concentragdo de 20ng/pl.

Foram sequenciados dois genes mitocondriais (16S e Citocromo b) e dois
nucleares (MKL1, Leucemia megacarioblastica 1 e BDNF, Fator neurotréfico)
(Tabela 3). Selecionados inicialmente em funcédo da variabilidade que mostraram a
partir de testes de distancia genética utilizando o programa MEGA versdo 5 (Tamura
et al., 2011) entre sequéncias da mesma e de diferentes localidades. Também
considerou-se o carater histérico de utilizacdo desses genes no campo da
herpetologia (e.g. Townsend et al., 2008; Geurgas & Rodrigues, 2009).
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Tabela 3: Sequéncias dos primers utilizados neste estudo.

Gene | Primer Sequéncia (5' - 3") Referéncia
16S F CTGTTTACCAAAAACATMRCCTYTAGC Whiting et al., 2003
R TAGATAGAAACCGACCTGGATT
cytTrop TGAAAAACCAYCGTTATTCAAC Geurgas (nao publicado)
cytb \Y GGCGAATAGGAAGTATCATTC Palumbi, 1996
H15149 TGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTC Kocher et al., 1989
f1 GTGGCAGAGCTGAAGCARGARCTGAA
MKL1 Townsend et al., 2008
r2 GCRCTCTKRTTGGTCACRGTGAGG
f GACCATCCTTTTCCTKACTATGGTTATTTCATACTT
BDNF Townsend et al., 2008
r CTATCTTCCCCTTTTAATGGTCAGTGTACAAAC

As reacOes de amplificacao dos fragmentos génicos foram feitas pela técnica
de PCR (Polymerase Chain Reaction) em volume total de 15ul, contendo 2,6ng/ul
de DNA, tampao 1X, 1,5mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, 0,5uM de cada primer e
1,0u de Taq DNA Polymerase Recombinant (Fermentas). As condicoes de
amplificagao foram: denaturacéao inicial a 95°C por 5 minutos; 35 ciclos compostos
por denaturacdo a 94°C por 40 segundos, hibridacdo dos primers conforme a
temperatura étima de cada primer (Tabela 4) por 40 segundos e extensdo a 72°C
por 1 minuto; seguidos de uma extenséo final a 72°C por 7 minutos. Para os que
ndao amplificaram foi feita uma otimizagdo de rendimento com a variacdo de
parametros da reagdo (e.g., temperatura de hibridazdo e concentracdo de

reagentes).
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Tabela 4: Temperaturas de hibridacdo dos primers usadas nas reacoes de

amplificacdo dos genes de T. torquatus e grupos-externos.

Pares de primers T°C
16S (16S-F e 16S-R) 51
cytb (cytTrop e V) 51
cytb (cytTrop e H15149) 48
MKL1 (f1 e r2) 60
BDNF (fer) 60

A eficiéncia de amplificagdo foi verificada através de eletroforese em gel de
agarose 2% utilizando o 100pb ou 1000pb (Fermentas) como marcador de peso
molecular. Os produtos de PCR que apresentaram apenas um fragmento
amplificado foram purificados enzimaticamente com Exonuclease | e Fosfatase
alcalina de camarao (ExoSap - Fermentas). Apés a purificacdo, os produtos de PCR
foram quantificados em gel de agarose 2%, juntamente com marcador de massa

Low DNA Mass (Invitrogen).

As reagOes de sequenciamento foram feitas com o kit Big Dye Sequence
Terminator v. 3.1, conforme as instrucées do fabricante. Foram sequienciadas
individualmente cada uma das fitas complementares (cadeia L e H) e os produtos
analisados em sequenciador automatico ABI Prism Genetic Analyser (3100) do
Instituto de Quimica/USP ou do Instituto de Ciéncias Biomédicas/USP. Os
parametros utilizados para a reacao de sequenciamento foram: denaturacao inicial a
96°C por 30 segundos; 25 ciclos compostos por denaturacdo a 96°C por 10
segundos, hibridagao dos primers a 50°C por 10 segundos e extensao a 60°C por 4

minutos.
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Analise dos dados

Analises Filogenéticas

As seqliéncias foram analisadas e editadas no programa Codon Code Aligner
(Codon Code Corporation), e alinhadas utilizando os parametros default do
programa ClustalW (Thompson et al., 1997) com edicdo manual posterior. As
analises filogenéticas foram conduzidas para os fragmentos genémicos individuais e
posteriormente, para os dados concatenados (evidéncia total). As reconstrucdes
filogenéticas foram conduzidas com base nos critérios de Méaxima Parciménia e

Analise Bayesiana.

A escolha do modelo de substituicdes nucleotidicas mais apropriado para os
dados observados nas andlises Bayesianas foi realizada pelo programa MrModeltest
v. 2.3 (Nylander, 2004) e PAUP* 4.0 (Swofford, 1999), usando a estatistica de hLRT,
teste hierarquico de razao de verossimilhanca, (Huelsenbeck & Crandall, 1997). As
inferéncias Bayesianas foram feitas pelo programa MrBayes 2.0 (Huelsenbeck &
Ronquist, 2001), a partir de 10.000.000 geracdes, as quais foram amostradas a
cada 1000 réplicas, em duas corridas independentes. Para a construgcdao do
consenso final, foram descartadas 25% das arvores iniciais.

As anadlises para as reconstrucbes filogenéticas baseadas no critério de
Parciménia foram feitas no programa TNT (Goloboff et al., 2008). Todas as analises
foram conduzidas para 1.000 réplicas, sendo 100 arvores por réplica num total de
armazenamento de 100.000 arvores na memdria através de uma busca heuristica.
O algoritmo usado foi o TBR (tree bisection and reconection) onde a arvore é
seccionada em dois pedacos e estes ligados em outras partes, em outros ramos da
arvore, em diferentes posi¢cdes. A cada insercdo € armazenada a melhor arvore.
Gaps foram tratados como quinto estado e como missing data, porém as topologias
nao diferiram, portanto os resultados apresentados neste estudo foram com os gaps
como quinto estado. O calculo do bootstrap foi feito a partir de 1000 réplicas e
plotado sobre a arvore de consenso estrito resultante da busca heuristica
previamente conduzida. O indice de decaimento de Bremer (Bremer, 1994) foi
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calculado a partir de andlises subétimas que retinham arvores até 500 passos acima

do comprimento da &rvore mais parcimoniosa.

Tanto para as reconstrucoes filogenéticas por inferéncia Bayesiana como por
Maxima Parciménia foram construidas diferentes matrizes de acordo com as

sequéncias obtidas.

Rede de Haplotipos

Os mapas de ilustracao da disposicao geografica dos haplétipos foram feitos
com o auxilio do programa Google Earth. A relacao entre os haplétipos foi inferida
por meio de uma rede de haplétipos construida com o auxilio do programa DNAsp
v.5.10 (Librado & Rozas, 2009) e NETWORK v. 4.5 (Fluxus-engineering), utilizando
somente os dados mitocondriais, que possuem uma alta taxa de mutacéo, para as
quatro linhagens principais recuperadas na maioria das analises (Restinga, Centro-
sul, Tipo e Leste). Optou-se por excluir das andlises localidades representadas
apenas por um individuo porque simplesmente o resultado seria uma inferéncia a

uma populacao baseada na informacao de um unico exemplar.

Taxas de divergéncia

As taxas de divergéncia entre as sequéncias foram inferidas por meio de uma
matriz de distancias construida com o auxilio do programa MEGAS5 (Tamura et. al,
2011) utilizando o modelo de Jukes-Cantor (Jukes & Cantor, 1969). Foi escolhido
por ser o mais simples modelo desenvolvido com o objetivo de determinar a
distancia evolutiva entre seqiiéncias de DNA. Neste modelo, assume-se que as
transicdes (trocas entre bases do tipo purinas: adenina e guanina) ocorrem com a
mesma probabilidade que as transversdes (trocas entre bases do tipo pirimidinas:
citosina e tiamina). Através deste modelo, obtém-se uma férmula que determina o
“d”, que é o numero estimado de substituicdes de nucleotideos por sitio ou distancia

evolutiva.
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Ao obter percentuais de variagdo nas sequéncias através das matrizes de
distancia é possivel estimar o tempo de divergéncia de um clado seguindo as taxas
de evolugdo em répteis Squamata, estimado entre 0,47% e 1,32% por milhdo de
ano (M.a.), respectivamente os pontos mais baixos e mais altos encontrados em
uma revisdao da divergéncia do DNAmt em Squamata (Zamudio & Greene, 1997).
Foram calculados os tempos de divergéncia considerando para o gene 16S a taxa
mais baixa e para o gene cytb a taxa mais alta.

As matrizes de distancia foram construidas separadamente para cada gene
mitocondrial e posteriormente com estes dados concatenados. As estimativas dos
célculos foram feitas utilizando a matriz completa e os grupos recuperados nas
reconstrucdes filogenéticas. Para a matriz completa foi feita uma estimativa da
divergéncia evolutiva entre as sequéncias utilizando todos os terminais. Para os
grupos recuperados foram feitos duas estimativas de célculos diferentes, um para
estimar a divergéncia evolutiva média ao longo de pares de sequéncia dentro dos
grupos e outro para estimar a divergéncia evolutiva média sobre pares de seqiiéncia
entre estes grupos. Esta distancia média é referente ao numero de substituicbes de

bases por sitio sobre todos os pares de sequéncias dentro e entre 0s grupos.
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RESULTADOS

Teste de Variabilidade Genética

Os resultados obtidos através do teste de variabilidade genética para a
escolha dos genes utilizados neste trabalho variaram entre 0,0% a 12,68% entre os
grupos (localidades) e 0,0% a 22,26% entre os pares de sequéncias. Este teste foi

feito com uma pequena amostragem do banco de dados (Tabela 5).

Tabela 5: Valores obtidos no teste de variabiliade genética feito entre os grupos

(localidades) e entre os pares de sequéncias para cada gene mitocondrial e nuclear.

GENE | % ENTRE GRUPOS | % ENTRE PARES DE SEQUENCIAS
16S 4,34 212,68 0,0a12,78
cytb 0,0a10,09 0,0 a 22,26
MKLA1 0,2a26 0,1 a22,26
BDNF 0,2a1,9 0,0a3,5

Analises Filogenéticas

Nem todas as amostras amplificaram para todos os genes. As andlises
concatenadas (mitocondriais e nucleares) e por evidéncia total foram conduzidas
utilizando as amostras que amplificaram para a maioria dos genes. Aquelas que

amplificaram somente para um gene foram retiradas das andlises (Tabela 6).
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Tabela 6: Exemplares de Tropidurus incluidos na andlise filogenética, marcadores sequenciados

para cada terminal e suas respectivas localidades.

N¢ de

Marcadores sequenciados

L : cytb
Espécie Campo Localidade 165(F-R) (TE‘,op- MKL1 | BDNF
V) (f1-r2) (f-r)
Tropidurus torquatus LG 1559 APM Manso - MT X X X X
Tropidurus torquatus JC 1359 Augusto de Lima/Rio Curumatai - MG X X X X
Tropidurus torquatus MRT 7662 Babaculandia - TO X X — X
Tropidurus torquatus MRT 7687 Babaculandia - TO X X X X
Tropidurus torquatus 946079 Barra do Garcas - MT X X X X
Tropidurus torquatus 3615 Bertioga/Praia ltaguaré - SP X X X X
Tropidurus torquatus MTR 13622 Camacan - BA X X — X
Tropidurus torquatus MTR 13654 Camacan - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 15896 Camacan - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 15927 Camacan - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 15934 Camacan - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 15960 Camacan - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 15961 Camacan - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 16086 Camacan - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 16253 Camacan - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 11996 Canavieiras - BA — — — —
Tropidurus torquatus JFT 121 Duas Bocas - ES X X X X
Tropidurus torquatus JFT 440 Duas Bocas - ES X X X X
Tropidurus torquatus JFT 623 Duas Bocas - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12021 Floresta Nac. de Goytacazes - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21231 llha Grande/Lopes Mendes - RJ X X — —
Tropidurus torquatus MTR 21232 llha Grande/Lopes Mendes - RJ X X — —
Tropidurus torquatus MTR 21233 llha Grande/Lopes Mendes - RJ X X — —
Tropidurus torquatus MTR 21234 llha Grande/Lopes Mendes - RJ X X — —
Tropidurus torquatus MTR 10294 ltalnas - ES — — — —




Marcadores sequenciados

o
Espécie C'\;-rr?:o Localidade 165(F-R) (%’;';_ |¥|1KL1 BDNF
V) (f1-r2) (f-r)
Tropidurus torquatus MTR 12517 ltadnas - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21244 Jacarepia - RJ X X — —
Tropidurus torquatus MTR 21245 Jacarepia - RJ X X — —
Tropidurus torquatus MTR 21246 Jacarepia - RJ X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21247 Jacarepia - RJ X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21248 Jacarepia - RJ X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21249 Jacarepia - RJ X X — X
Tropidurus torquatus MTR 21238 Séo Goncgalo/Marambaia - RJ X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21239 Séo Goncgalo/Marambaia - RJ X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21240 Séo Goncgalo/Marambaia - RJ X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21241 Séo Goncgalo/Marambaia - RJ X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21242 Séo Goncgalo/Marambaia - RJ X X — X
Tropidurus torquatus MTR 21243 Séo Goncgalo/Marambaia - RJ X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21250 Séo Jodo da Barra/Grussai - RJ X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21251 Séo Jodo da Barra/Grussai - RJ X X — X
Tropidurus torquatus MTR 21252 Séo Jodo da Barra/Grussai - RJ — — — —
Tropidurus torquatus JC 758 Mariana - MG X X — X
Tropidurus torquatus MTR 21235 Maricé - RJ X X — —
Tropidurus torquatus MTR 21236 Maricé - RJ X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21237 Maricé - RJ X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12520 Mucuri - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12521 Mucuri - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12522 Mucuri - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12523 Mucuri - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 20246 Osasco - SP X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21284 Osasco - SP X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21623 Osasco - SP X X — X
Tropidurus torquatus MRT 6819 Palmas - TO X X X X
Tropidurus torquatus MRT 4109 Parana - TO X X — X
Tropidurus torquatus LG 1671 Peixe - TO X X X X
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Marcadores sequenciados

o
Espécie C'\;-rr?:o Localidade 16S(F-R) (%’;';_ MKL1 | BDNF
V) (f1-r2) (f-r)
Tropidurus torquatus MTR 20214 Peninsula de Marad/Barra Grande - BA X X X X
Tropidurus torquatus MRT 8206 Petrolina - GO X X X X
Tropidurus torquatus MTR 22777 Petropolis - RJ X X X X
Tropidurus torquatus LG 1301 Pindaiba - MT X X X X
Tropidurus torquatus LG 1302 Pindaiba - MT X X X X
Tropidurus torquatus Cp21 Piracicaba - SP X X X X
Tropidurus torquatus Cpi14 Piracicaba - SP X X X X
Tropidurus torquatus Cpi12 Piracicaba - SP X X X X
Tropidurus torquatus Cp27 Piracicaba - SP X X — X
Tropidurus torquatus Cp20 Piracicaba - SP X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12530 Porto Seguro - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12531 Porto Seguro - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12532 Porto Seguro - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12538 Porto Seguro - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 17506 Pg. Est. do Rio Doce/Marliéria - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 17522 Pg. Est. do Rio Doce/Marliéria - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 17570 Pg. Est. do Rio Doce/Marliéria - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 11554 Pg. Nac. do Caparaé - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 11600 Pg. Nac. do Caparaé - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 15764 Pg. Nac. do Caparaé - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 15782 Pg. Nac. do Caparaé - ES X X X X
Tropidurus torquatus 10716 Pg. Nac. do Caparaé - MG X X X X
Tropidurus torquatus 10784 Pg. Nac. do Caparaé - MG X X — X
Tropidurus torquatus MTR 15431 Pg. Nac. do Caparaé - MG X X X X
Tropidurus torquatus 926155 Prado - BA X X X X
Tropidurus torquatus 926157 A Prado - BA X X X X
Tropidurus torquatus 926157 B Prado - BA X X X X
Tropidurus torquatus 926156 B Prado - BA X X X X
Tropidurus torquatus 926156 A Prado - BA X X X X
Tropidurus torquatus 926155 B Prado - BA X X X X




Marcadores sequenciados

o
Espécie C'\;-rr?:o Localidade 16S(F-R) (gﬁz_ MKL1 | BDNF
V) (f1-r2) (f-r)
Tropidurus torquatus MTR 12498 Regéncia - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12499 Regéncia - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12500 Regéncia - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 17126 | Res. Bio. da Mata Escura/Jequitinhonha - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 17206 | Res. Bio. da Mata Escura/Jequitinhonha - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 17233 | Res. Bio. da Mata Escura/Jequitinhonha - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 17257 | Res. Bio. da Mata Escura/Jequitinhonha - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 17285 | Res. Bio. da Mata Escura/Jequitinhonha - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 17338 | Res. Bio. da Mata Escura/Jequitinhonha - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 17382 | Res. Bio. da Mata Escura/Jequitinhonha - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 17383 | Res. Bio. da Mata Escura/Jequitinhonha - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 17384 | Res. Bio. da Mata Escura/Jequitinhonha - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 17401 Res. Bio. da Mata Escura/Jequitinhonha - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21544 Reserva Bioldgica de Sooretama - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21565 Reserva Biolégica de Sooretama - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21580 Reserva Bioldgica de Sooretama - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21590 Reserva Bioldgica de Sooretama - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21595 Reserva Bioldgica de Sooretama - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12004 Reserva da CVRD - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12091 Reserva da CVRD - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12487 Reserva da CVRD - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21253 Santo Antédo / Santa Maria, RS X X — X
Tropidurus torquatus MTR 21254 Santo Antédo / Santa Maria, RS X X — X
Tropidurus torquatus MTR 21255 Santo Antao / Santa Maria, RS X X — X
Tropidurus torquatus MTR 21256 Santo Antédo / Santa Maria, RS X X — X
Tropidurus torquatus MTR 21257 Santo Antédo / Santa Maria, RS X X — X
Tropidurus torquatus MTR 12537 Santa Cruz de Cabrdlia - BA X X — X
Tropidurus torquatus MTR 9997 Sé&o Domingos - GO X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21631 Serra dos Alves - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21775 Serra dos Alves - MG X X X X
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Marcadores sequenciados

o
Espécie C'\;-rr?:o Localidade 16S(F-R) (%’;';_ MKL1 | BDNF
V) (f1-r2) (f-r)
Tropidurus torquatus MTR 21776 Serra dos Alves - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21813 Serra dos Alves - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21826 Serra dos Alves - MG X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21851 Serra dos Alves - MG X X — X
Tropidurus torquatus MTR 13409 Trancoso - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 13433 Trancoso - BA X X — X
Tropidurus torquatus MTR 13435 Trancoso - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 13446 Trancoso - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 13447 Trancoso - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 13448 Trancoso - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 13647 Trancoso - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 13464 Trancoso - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 13468 Trancoso - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 13469 Trancoso - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 11435 UHE Corumba - GO X X X X
Tropidurus torquatus MTR 11436 UHE Corumba - GO X X — X
Tropidurus torquatus MTR 11437 UHE Corumba - GO X X — X
Tropidurus torquatus MTR 11438 UHE Corumba - GO X X X X
Tropidurus torquatus MTR 11439 UHE Corumba - GO X X X X
Tropidurus torquatus MTR 11440 UHE Corumba - GO X X X X
Tropidurus torquatus MTR 11441 UHE Corumba - GO X X — X
Tropidurus torquatus MTR 11442 UHE Corumba - GO X X X X
Tropidurus torquatus MTR 11443 UHE Corumba - GO X X X X
Tropidurus torquatus MTR 11444 UHE Corumba - GO X X X X
Tropidurus torquatus MTR 11434 UHE Corumba - MT X X — X
Tropidurus torquatus MRT 06715 UHE Lajeado - TO X X X X
Tropidurus torquatus MRT 06716 UHE Lajeado - TO X X X X
Tropidurus torquatus MRT 06722 UHE Lajeado - TO X X X X
Tropidurus torquatus MRT 06782 UHE Lajeado - TO X X — X
Tropidurus torquatus MRT 06768 UHE Lajeado - TO X X — X




Marcadores sequenciados

o
Espécie C'\;-rr?:o Localidade 16S(F-R) (%’;';_ MKL1 | BDNF

V) (f1-r2) (f-r)
Tropidurus torquatus MRT 06769 UHE Lajeado - TO X X — X
Tropidurus torquatus MRT 06654 UHE Lajeado - TO X X — X
Tropidurus torquatus MRT 06637 UHE Lajeado - TO X X — X
Tropidurus torquatus MRT 06638 UHE Lajeado - TO X X — X
Tropidurus torquatus MRT 7037 UHE Lajeado - TO X X — X
Tropidurus torquatus MRT 1249 UHE Rosal - ES X X — X
Tropidurus torquatus MRT 1250 UHE Rosal - ES X X — X
Tropidurus torquatus MD 1758 Una - BA X X — X

Tropidurus torquatus MTR 21386 Una - BA X — — —

Tropidurus torquatus MTR 21387 Una - BA X — — —
Tropidurus torquatus MTR 12543 Una - BA X X X X
Tropidurus torquatus MTR 12544 Una - BA X X X X
Tropidurus torquatus LSH 031 Viana - ES X X X X
Tropidurus torquatus LG 2146 Vigosa - MG X X — X
Tropidurus torquatus MTR 21388 Vitéria - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21389 Vitéria - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21390 Vitéria - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21391 Vitéria - ES X X X X
Tropidurus torquatus MTR 21392 Vitéria - ES X X — X

Tropidurus torquatus MTR 21393 Vitéria - ES X X — —
Strobilurus torquatus MTR 16375 Arataca - BA X X X X
Strobilurus torquatus MTR 16418 Arataca - BA X X X X
Strobilurus torquatus 00123 Guaramiranga - CE X X X X
Strobilurus torquatus 946188 B Itabuna - BA X X X X
Strobilurus torquatus 946189 B Itabuna - BA X X X X
Uranoscodon superciliosus | MTR13078 Pacamiri, Rio Abacaxis - AM X X X X
Tropidurus hispidus MTR12547 Guaibim - BA X X X X
Tropidurus hispidus MTR12552 Salvador - BA X X — X
Tropidurus insulanus LG1291 Vila Rica - MT X X X X
Tropidurus insulanus LG1293 Vila Rica - MT X X — X
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Marcadores sequenciados

o
Espécie C'\;-rr?:o Localidade 165(F-R) (gﬁz_ |¥|1KL1 BDNF

V) (f1-r2) (f-r)

Tropidurus oreadicus MTR17902 Séo Desidério - BA X X — —

Tropidurus oreadicus MTR17903 Séo Desidério - BA X X — —
Tropidurus semitaeniatus | MTR 22942 Contendas / Sincoréa - BA X X X X
Tropidurus semitaeniatus | MTR 22990 Contendas / Sincora - BA X X X X

Tropidurus cocorobensis | MTR906085 Mucugé - BA X X — —
Tropidurus cocorobensis | MTR906086 Mucugé - BA X X — X

Tropidurus cocorobensis | MTR906038 Morro do Chapéu - BA X X — —
Tropidurus cocorobensis | MTR906039 Morro do Chapéu - BA X X — X
Tropidurus cocorobensis | MTR907076 Nova Rodelas - BA X X — X
Tropidurus cocorobensis | MTR907077 Nova Rodelas - BA X X — X
Tropidurus cocorobensis MTR15364 Parque Nacional do Catimbau - PE X X — X
Tropidurus cocorobensis MTR15397 Parque Nacional do Catimbau - PE X X — X

Tropidurus cocorobensis 916234 Vacaria - BA X — — —

Tropidurus cocorobensis 916235 Vacaria - BA X — — —




De acordo com a quantidade de caracteres e terminais obtidos foram

construidas diferentes matrizes (Tabela 7).

Tabela 7: Quantidade de caracteres e terminais utilizados para a construcédo das

matrizes utilizadas nas analises por Maxima Parciménia e inferéncia Bayesiana.

MATRIZ CARACTERES TERMINAIS
Mitocondrial 1302 186
Nuclear 1474 144
Evidéncia total 2776 170

Para as reconstrugdes por inferéncia Bayesiana foram obtidos e utilizados os

seguintes parametros e modelos de evolugdo pelo programa MrModeltest v. 2.3

(Nylander, 2004) de acordo com cada matriz construida (Tabela 8).
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Tabela 8: ParAmetros e modelos de evolugao utilizados para as reconstrucoes

filogenéticas por inferéncia Bayesiana.

_ FREQUENCIAS MATRIZ DE SITIOS
MATRIZ PARTICOES MODELO _ ) GAMA
DAS BASES SUBSTITUICAO | INVARIAVEIS
A =0.2838
MKL1=1-854 HKY+G
Nuclear C =0.2283 Tiftv ratio=2.7715 0.0 0.1724
BDNF=855-1474 InL=3129.8552
G = 0.2701
T=0.2178
[A-C] = 4.3997
A =0.3307 [A-G] = 39.5111
_ _ 16S = 1-570 GTR+I+G C =0.3230 [A-T] = 3.0979
Mitocondrial 0.5106 0.6280
cytb = 571-1302 InL=9630.2910 G =0.1083 [C-G] = 1.4703
T =0.2380 [C-T] = 26.3128
[G-T] = 1.0000
[A-C] = 6.0567
16S=1-570 A = 0.3001 [A-G] = 20.7358
Evidéncia cytb=571-1302 GTR+I+G C=0.2767 [A-T] = 3.8225
0.6216 0.4408
total MKL1=1303-2156 | InL=13383.6982 G = 0.2035 [C-G] = 0.9815
BDNF=2157-2776 T=0.2197 [C-T] = 33.7331
[G-T] = 1.0000

Para as reconstrucdes por Parcimbnia o numero de arvores obtidas e a
melhor pontuagao para as matrizes nuclear foram 80.600 arvores / 174, mitocondrial
71.600 arvores / 1.599 e evidéncia total 20.900 arvores / 1.794.

Os resultados obtidos a partir da Analise Bayesiana (AB) e Andlise de
Parcimbénia (AP) mostraram que T. torquatus juntamente com T. cocorobensis
formam um complexo ndo monofilético de populacdes bastante estruturadas com
alguns agrupamentos monofiléticos geograficamente coerentes. Paralelamente,
algumas populacdes ou individuos sao recuperados de modo desorganizado, sem
associagcdo com estes principais clados, sugerindo eventos de hibridacao
provocados ou ndo pelo transporte antropico. Embora a relacdo entre os
agrupamentos principais obtidos n&o seja recuperada com suporte robusto, os dois

métodos empregados resultaram em topologias muito semelhantes nas andlises

44




mitocondriais e de evidéncia total permitindo recuperar sete clados, embora nem
sempre com alto suporte Destes, trés nao tiveram as suas relagcdées corroboradas
em todas as analises, sendo que alguns incluem espécies que a principio faziam
parte do grupo-externo (clado A, B e grupo C). Os outros quatro foram considerados
clados principais dentro de T. torquatus pois foram recuperados como linhagens
monofiléticas em todas as analises independentes (clado Restinga, Centro-sul, Tipo
e Leste), tanto por inferéncia Bayesiana como Parciménia, ndo sé para os dados

concatenados, como para os genes mitocondriais individualmente.

Todas as amostras foram identificadas com siglas para as localidades. As
amostras de T. forquatus possuem apenas as siglas das localidades e os niumeros
de identificacao, ja os individuos de outras espécies e géneros possuem tanto siglas
para 0s nomes, para as localidades e os numeros de identificagdo. Estas siglas se
encontram no Anexo IV e a arvore obtida por inferéncia Bayesiana, por evidéncia

total, com comprimento de ramos se encontra no Anexo V.
A topologia com melhor resolugéo e suportes robustos para os sete clados foi

obtida através da AB por evidéncia total. Os quatro clados principais recuperados

como linhagens monofiléticas estdo destacados com cores (Figura 4).
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Figura 4: Arvore obtida por inferéncia Bayesiana, por evidéncia total. Os nimeros acima dos ramos
representam as probabilidades posteriores.
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Para destacar as relacdes entre estes clados foi feita uma arvore com os
ramos colapsados. Os clados foram evidenciados com as seguintes cores: clado A -
cinza, clado B - preto, clado Restinga - verde, clado Centro-sul - azul, clado Tipo -

vermelho, clado Leste - amarelo e grupo C - rosa.

O clado A é irmao do grupo C. Ja internamente observou-se duas grandes
ramificagdes. Uma que agrupa o clado B como grupo-irmao dos clados Restinga e
Centro-sul com suporte de 95%. A outra agrupa o clado Tipo como grupo-irmao do
clado Leste com suporte baixo de 72%. Exceto o clado B e o grupo C, o qual nédo
teve suas relacdes internas resolvidas, todos os demais clados apresentaram
suportes de 100% (Figura 5).
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Figura 5: Arvore obtida por inferéncia Bayesiana, por evidéncia total com destaque para as linhagens

encontradas. Os clados foram colapsados e os niumeros acima dos ramos representam as
probabilidades posteriores.

48



O clado A é composto por duas espécies de Tropidurus, T. insulanus e T.
hispidus e diversas amostras de T. forquatus do Tocantins, Minas Gerais, Mato
Grosso e Bahia (Figura 6).

Alguns individuos recuperados no clado A nao foram recuperados com o0s
demais da mesma localidade. Um deles é de Camacan / BA (MTR 15896) que nao
foi recuperado no clado Restinga aonde estdo todos os outros individuos desta
localidade. Outra amostra foi do Parque Nacional do Caparaé / MG (10784) que foi
recuperada como irma de todos os individuos do clado “A”, enquanto os demais

dessa mesma localidade sao agrupados entre eles com suportes altos no grupo C.
O clado B inclui apenas populagdes isoladas de T. cocorobensis das
localidades de Mucugé / BA, Morro do Chapéu / BA, Nova Rodelas / BA e Parque

Nacional do Catimbau / PE (Figura 6).

Este clado foi recuperado como monofilético e irmao dos clados Restinga e

Centro-sul e suas relacdes internas também se mantiveram na maioria das analises.
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Figura 6: Destaque das relagdes internas dentro do Clado A e B na arvore obtida por inferéncia
Bayesiana, por evidéncia total.



O clado Restinga é composto pelas popula¢des do Sul da Bahia e nordeste
de Minas Gerais incluindo as localidades Peninsula de Marau-Barra Grande / BA,
Reserva Biologica da Mata Escura-Jequitinhonha / MG, Santa Cruz de Cabralia /
BA, Una / BA, Camacan / BA, Prado / BA, Porto Seguro / BA e Trancoso / BA.

Este clado apresenta um suporte alto em todas as analises. Nesta andlise
este clado foi recuperado com suporte de 100% (probabilidade posterior) tanto para
os dados mitocondriais como para evidéncia total. As relagcbes dentro do clado
recuperam algumas linhagens bem estruturadas de acordo com as localidades, sdo
elas: Prado / BA, Porto Seguro / BA e Trancoso / BA. Todos com suporte de 100%
(Figura 7).

51



Figura 7: Destaque das relagdes internas dentro do Clado Restinga na arvore obtida por inferéncia

52

US_PAC_A_ITRY 3078

ST_ARABAUTRIG3TS

STARABAUTRIS418

ST_ITA8 _BA 3451288

ST_ITA8_BA 8451598
ST_GUA_GE 00123

. [ TS.cos e w2

L s cos_sa nmrazess

Do TR

Lo LesT

PIC_ES_WTR115534

PIC_ES_UTRI1600

SUBG_RI_ITR21250

SJB0_R_WTR21251

PG_ES_WTR1S764

i —
[
—
—
P—
W
o
CAM_BA MTR12622 |
CAM_BA_MTR15927
o7
os [ CAM_BA_MTR15934
L Ccam_BA_MTR15960
ogs b CAM_BA_MTR15961

CAM_BA_MTR16253

i te— UNA_BA_MTR12543
—_ UNA_BA_MTR12544

1 P — CAM_BA_MTR13654

4‘— CAM_BA_MTR16086

1 - RBMEJ_MG_MTR17382

RBMEJ_MG_MTR17383

RBMEJ_MG_MTR17384

PMBG_BA_MTR20214

087 PRA_BA_926155

PRA_BA_926155B

1 ————— PRA_BA_926156A

PRA_BA_9261568

PRA_BA_926157A

PRA_BA_926157B

PS_BA_MTR12530

" 1 b PS5 _BA MTR12531

081 PS_BA_MTR12532

L PS_BA_MTR12538
SCC_BA_MTR12537
TRA_BA_MTR13408
TRA_BA_MTR13433

0,72 e TRA_BA_MTR13435

TRA_BA_MTR13446

;! [ TRA_BA_MTR13447

TRA_BA_MTR13464

TRA_BA_MTR13469
TRA_BA_MTR13448

TRA_BA_MTR13468

TRA_BA_MTR13647

UNA_BA_NMD1758
i REMEJ_MG_MTR17126

RBMEJ_MG_MTR17338

RBMEJ_MG_MTR17257

RBMEJ_MG_MTR17401

RBMEJ_MG_MTR17206
0,79
RBMEJ_MG_MTR17233
L RBMEJ_MG_MTR17285
| nes —— OSA_SP_MTR21284

Bayesiana, por evidéncia total.

Clado
Restinga



O clado Centro-sul é composto por populacbées do Centro-sul do Brasil
incluindo as localidades Osasco / SP, Piracicaba / SP, Petrolina / GO, Usina
Hidrelétrica de Corumba-Luziania / GO, Usina Hidrelétrica de Corumba-Itiquira / MT,
Santo Antdo-Santa Maria / RS, Peixe / TO, Usina Hidrelétrica de Lajeado / TO e Sao
Domingos / GO.

Este clado apresenta um suporte alto em todas as analises. Nesta andlise
este clado foi recuperado com suporte de 100% (probabilidade posterior) tanto para
os dados mitocondriais como para evidéncia total. As relagcdes dentro do clado
recuperam algumas linhagens bem estruturadas de acordo com as localidades, sao
elas: Santo Antdo-Santa Maria / RS e Piracicaba / SP, para esta ultima localidade foi
encontrada a excecdao de um individuo que nao se agrupa com os demais
(Piracicaba / SP, Cp14). Todos com suporte de 100% (Figura 8).
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Figura 8: Destaque das relagdes internas dentro do Clado Centro-sul na arvore obtida por inferéncia
Bayesiana, por evidéncia total.
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O clado Tipo é composto pelas populacdes do sudeste do Rio de Janeiro e
litoral paulista incluindo as localidades Bertioga / SP, Restinga de Jacarepia-
Saquarema / RJ, Restinga de Marica-Barra de MarichA / RJ e Restinga da

Marambaia-Sao Gongalo / RJ.

O clado Tipo também é recuperado com suporte alto em todas as analises.
Nesta andlise este clado foi recuperado com suporte de 100% (probabilidade
posterior) tanto para os dados mitocondriais como por evidéncia total. Nas relagdes
dentro do clado ha a recuperacdo de um clado com populagdes da Restinga da
Marambaia-Sao Gongalo / RJ, porém este clado foi recuperado porque nesta andlise
nao foi incluida a localidade de llha Grande-Praia Lopes Mendes devido a
ineficiéncia da amplificagdo dos genes nucleares, na arvore mitocondrial estas duas
localidades aparecem em um clado com mais dois exemplares da Restinga de

Jacarepia-Saquarema / RJ com suporte alto (Figura 9).
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Figura 9: Destaque das relagdes internas dentro do Clado Tipo na arvore obtida por inferéncia
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O clado Leste é composto por populacdes do Leste de Minas Gerais e
Espirito Santo incluindo as localidades Floresta Nacional de Goytacazes / ES,
Mucuri / BA, Reserva da Companhia Vale do Rio Doce-Linhares / ES, Mariana / MG,
Parque Estadual do Rio Doce-Marliéria / MG, Serra dos Alves / MG, Vigosa / MG,
Reserva Biologica de Sooretama / ES, ltaunas / ES e Osasco / SP.

O clado Leste também é recuperado com suporte alto em todas as analises.
Nesta anadlise este clado foi recuperado com suporte de 100% (probabilidade
posterior) tanto para os dados mitocondriais como para evidéncia total. As relacdes
internas recuperam uma linhagem monofilética de acordo com a localidade de
Mucuri / BA (Figura 10).

Neste clado chamou a ateng&o um individuo de Itaunas / ES (MTR 12517) ter
sido recuperado como grupo-irmao de um de Osasco / SP (MTR 20246) em todas
as analises. Outro sinal de uma possivel introducdo humana. Para a localidade de
ltainas / ES nao ha muito o que inferir pois havia apenas duas amostras deste local,
e somente uma foi sequenciada com sucesso para todos os genes. Ja para a
localidade de Osasco / SP é possivel inferir a ocorréncia de algum evento de
introducdo, uma vez que, foram sequenciados mais dois individuos desta localidade
que se agrupam no clado Centro-sul com ou préximos de linhagens de Piracicaba /
SP, o que, geograficamente, faz muito mais sentido.
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Figura 10: Destaque das relagdes internas dentro do Clado Leste na arvore obtida por inferéncia
Bayesiana, por evidéncia total.
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O grupo C é composto por populagcdes aparentemente sem relagdes de
parentesco e/ou geograficas de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e
Bahia.

Estas populagées formam um grupo mais basal aos demais clados com
suportes e indices baixos na analise por inferéncia Bayesiana que nao foi
corroborada pela Parcimbénia. A amostra da localidade de Petropolis / RJ é
recuperada como uma politomia, porém esta localidade ja havia chamado a atencao
de Rodrigues no extenso estudo sobre a sistemética, ecologia e zoogeografia do
grupo torquatus feito em 1987 como uma localidade dita intermediaria, ja que
apresentava os dois morfotipos, litorAneo e interiorano. As outras linhagens deste
grupo sao do Parque Nacional do Caparaé / ES e MG e da Restinga de Grussai-Sao
Jodo da Barra / RJ e Usina Hidrelétrica de Rosal / ES. Um exemplar de Una / BA
(MTR 21387) nas analises concatenadas para os dados mitocondriais é recuperado
numa politomia préximo dessas linhagens, nao sendo recuperado, devido a
auséncia de dados, nas analises por evidéncia total com os outros exemplares da

mesma localidade que se encontram no clado Restinga (Figura 11).
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Figura 11: Destaque das relagdes internas dentro do Grupo C na &rvore obtida por inferéncia
Bayesiana, por evidéncia total.



A arvore obtida por inferéncia Bayesiana para os dados mitocondriais
concatenados corrobora a AB feita por evidéncia total e os sete clados séo
recuperados. Exceto pela inclusdo de amostras de outra espécie de Tropidurus, T.
oreadicus, as quais foram recuperadas no clado A, uma amostra de Una / BA (MTR
21387) recuperada no grupo C e uma linhagem bem estruturada de acordo com a
localidade de llha Grande-Praia Lopes Mendes / RJ no clado Tipo (Figura 12).
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Figura 12: Arvore obtida por inferéncia Bayesiana para os dados mitocondriais. Os nimeros acima
dos ramos representam as probabilidades posteriores.
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A arvore obtida por inferéncia Bayesiana para os dados nucleares
concatenados nao apresentou uma topologia bem resolvida, o que se observa é
uma grande politomia com os T. torquatus, com um ou outro clado pouco resolvido
internamente, e um clado com outras espécies de Tropidurus (T. insulanus, T.

hispidus e T. cocorobensis) com suporte baixo de 91% (Figura 13).
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Figura 13: Arvore obtida por inferéncia Bayesiana para os dados nucleares. Os niimeros acima dos
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Na anadlise por Parcimbnia, evidéncia total, ocorre a recuperacado dos sete
clados observados na AB e sustenta as quatro linhagens monofiléticas principais
(Restinga, Centro-sul, Tipo e Leste, destacadas com as mesmas cores) com suporte

de bootstrap e indice de decaimento de Bremer altos (Figura 14).
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Figura 14: Arvore de consenso estrito obtida sob o critério de Parciménia, por evidéncia total. Os
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ndmeros acima dos ramos sado os valores de bootstrap e abaixo, os suportes de Bremer.
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O que muda entre a AP e a AB por evidéncia total sdo as relacbes entre
estes clados. Para evidenciar estas relagcdes também foi feita uma arvore com os
ramos colapsados e o mesmo padrao de cores foi utilizado (clado A - cinza, clado B
- preto, clado Restinga - verde, clado Centro-sul - azul, clado Tipo - vermelho, clado
Leste - amarelo e grupo C - rosa).

O clado A é recuperado como grupo-irmdo de todos os demais clados. Ja
internamente observou-se duas grandes ramificagdes com individuos do clado B
como mais basais. Uma ramificacdo agrupa o clado Tipo como irmao do grupo C e
estes como irmaos do clado Leste. A outra agrupa o clado Restinga como irméao do
clado Centro-sul. O clado B na AP nao foi recuperado como um grupo monofilético.
Basicamente as relacdes entre as linhagens néo sofreram grandes modificacoes,

com a recuperacao dos sete clados obtidos nas diferentes anadlises (Figura 15).
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Figura 15: Arvore de consenso estrito obtida sob o critério de Parciménia, por evidéncia total com
destaque para as linhagens encontradas. Os clados foram colapsados.
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O clado A e o B na topologia obtida na AP foram recuperados com baixos
suportes de bootstrap e indice de decaimento de Bremer (Figura 16), porém as

relacdes internas corroboram as obtidas na AB.

US_PAG_AN_NTR13078

ST_GUA_CE_00123

ST_ARA_BA_MTR16375

ST_ARA_BA_MTR16418
ST_ITAB_BA_9461838

ST_ITAB_BA_0461898

,—TS,COS,EA,MTRZZQAIZ
I—TS,COS,BA,MTR?IBQU
Clado A
Clatos
Clado B
. Clado Restinga
Clado Centro-sul
Clado Tipo
Grupo C
Clado Leste
W
£IU M |5 COS_BA_N I K22540
PNG_MG_1078%
CAM_BA_MTR15896
i AGL_MG_JC1359
= 1 216 APMM_MT_LG15569
2 100
2 o UHEL_TO_MRT06782
12 % BDG_MT_346079
18 100 PIN_MT_LG1301
83 £l PIN_MT_L G1302
13 38 5 UHEL_TO_MRT0&768
% 16 94 BAB_TO_MRT7662
89 8 BAB_TO_MRT7687 S
L e UHEL_TO_MRT7037
91 = e UHEL_TO_MRT08538
i # 4) |——————— UHEL TO_MRTO&760
E UHEL_TO_MRTOBE54
i ‘: 12 UHEL_TO_MRTO8715
. 1 UHEL_TO_MRTOG716
UHEL_TO_MRT08722
100 TH_GUAIB_BA_MTR12547
37 T: TH_SAL_BA_MTR12552
4 100 TI_VR_MT_LG1291
T: TI_VR_MT_LG1243
95 —— PAL_TO_MRTGS19
22 L—— par_To_MRT4108
100 [ TC_MCG_BA_WTRE0G0EE |
24 105 L——ouu7c_mDc_BA_MTRI0GD3S

20 L‘: TC_NVR_BA_NTRS07076 Clado B
15 TC_MVR_BA_MTR207077

100 TC_PNCAT_BA_MTR15364

T: TC_PNCAT_BA_MTR15387

- DMDR DA MTEoN A 1

Figura 16: Destaque das relag¢des internas dentro do Clado A e do Clado B na arvore de consenso
estrito obtida sob o critério de Parcimdnia, por evidéncia total.
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O clado Restinga também é recuperado com um suporte de bootstrap e
indice de decaimento de Bremer altos. O bootstrap encontrado foi 99 e o Bremer 96.
Dentro do clado os resultados obtidos corroboram as analises por inferéncia
Bayesiana, recuperando os mesmos ramos internos com suporte e indice de

decaimento altos (Figura 17).
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Figura 17: Destaque das relagdes internas dentro do Clado Restinga na arvore de consenso estrito

obtida sob o critério de Parciménia, por evidéncia total.



O clado Centro-sul também € recuperado com um suporte de bootstrap e
indice de decaimento de Bremer altos. O bootstrap foi 99 e o Bremer 97. Dentro do
clado os resultados obtidos que corroboram com as andlises por inferéncia
Bayesiana, foram em relacdo a linhagem de Santo Antdo-Santa Maria / RS,
recuperada em todas as anadlises (Figura 18).
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Figura 18: Destaque das relagdes internas dentro do Clado Centro-sul na arvore de consenso estrito
obtida sob o critério de Parciménia, por evidéncia total.
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O clado Tipo é recuperado com um suporte de bootstrap 99 e indice de
decaimento de Bremer 110. As demais relagcdes internas corroboram com as outras

andlises (Figura 19).
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Figura 19: Destaque das relagdes internas dentro do Clado Tipo na arvore de consenso estrito obtida
sob o critério de Parciménia, por evidéncia total.
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O grupo C foi recuperado com suporte de bootstrap 95 e indices de
decaimento de Bremer 103. As relacdes internas estdo mais resolvidas dos que as
obtidas na AB (Figura 20).
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Figura 20: Destaque das relag6es internas dentro do Grupo C na arvore de consenso estrito obtida
sob o critério de Parciménia, por evidéncia total.
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O clado Leste também é recuperado com um suporte de bootstrap e indice
de decaimento de Bremer altos. O bootstrap foi 93 e o Bremer 103. Dentro do clado
os resultados obtidos que corroboram com as analises por inferéncia Bayesiana,
foram em relagcdo a linhagem de Mucuri / BA, recuperada em todas as analises
(Figura 21).
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Figura 21: Destaque das relagdes internas dentro do Clado Leste na arvore de consenso estrito

obtida sob o critério de Parciménia, por evidéncia total.
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A AP com os dados mitocondriais concantenados corrobora a topologia
obtida por evidéncia total exceto pelos clado B e grupo C que foram recuperados
numa politomia. O clado Restinga foi recuperado com bootstrap 96 e o Bremer 89.
Para o Centro-sul o bootstrap encontrado foi 99 e o Bremer 95. No clado Tipo,
recuperado com bootstrap 99 e Bremer 103, obteve-se sequéncias para a localidade
de llha Grande-Praia Lopes Mendes / RJ, porém estas localidades ndo aparecem
bem suportadas. E o clado Leste foi recuperado com bootstrap 92 e Bremer 101
(Figura 22).
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Figura 22: Arvore de consenso estrito obtida sob o critério de Parcimonia para os dados
mitocondriais. Os numeros acima dos ramos sao os valores de bootstrap e abaixo, os suportes de
Bremer.



Na arvore obtida pela AP para os dados nucleares concatenados a topologia
obtida foi uma grande politomia, assim como a obtida pela AB para os mesmos

dados, apenas o grupo externo é recuperado com uma boa resolucéo (Figura 23).
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Figura 23: Arvore de consenso estrito obtida sob o critério de Parcimonia para os dados nucleares.
Os numeros acima dos ramos sao os valores de bootstrap e abaixo, os suportes de Bremer.

84



Como observado nas arvores obtidas para os dados nucleares, neste estudo
0s genes nucleares nao mostraram uma boa resolugdo em nenhuma das analises
(AB e AP). O gene MKL1 apresentou problemas para amplificar, o que resultou em
uma quantidade menor de terminais. J& o gene BDNF apresentou pouca
variabilidade, nao resolvendo as relacées entre individuos aparentados. Assim a
discussao foi baseada apenas nas andlises realizadas para os dados mitocondriais

concatenados e por evidéncia total, esta ultima com a inclusdo dos dados nucleares.

Os mapas abaixo foram feitos no programa Google Earth para demonstrar
como os sete clados e o grupo externo estao distribuidos (Figura 24) e evidenciar os
rios (Jequitinhonha, Doce e Paraiba do Sul) em relacdo aos quatro clados principais
(Figura 25).
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Figura 24: Distribuicdos dos clados principais e agrupamentos ndo sustentados de T. torquatus
obtidos nas reconstrugdes filogenéticas.
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Rede de Hapldtipos

Como a rede de haplétipos é utilizada para inferir as relagdes entre os
individuos de uma espécie, somente foram construidas redes para os quatro clados

principais recuperados como linhagens monofiléticas (Tabela 9).

Para os sete clados obtidos através das reconstrucdes filogenéticas, foi feita
uma estimativa da diversidade haplotipica no programa DNAsp v.5.10 (Librado &
Rozas, 2009). Nesta estimativa foram identificados 65 hapl6tipos, dos quais apenas
14 sdo compartilhados por pelo menos duas populacdes de localidades distintas,
sendo os 51 haplétipos restantes, exclusivos. Dentre as 178 sequéncias foi

observado um total de 82 sitios polimoérficos (Anexo VI).

Tabela 9: Parametros utilizados na construcao das redes de haplétipos e

localidades excluidas destas analises.

Rede de Numero de Diversidade Nu;niﬁgc;de Localidades
Haplétipos Haplétipos Haplotipica Variaveis Excluidas
. ) ] PMBG_BA _MTR20214
Clado Restinga h: 27 Hd: 0,9715 157 SCC_BA MTR12537
PET_GO_MRT8206
PEI_ TO LG 1671
Clado Centro- h: 19 Hd: 0,9601 113 SD_GO_MTR9997
sul UHEC MT _MTR11434
UHEL TO_MRT06637
Clado Tipo h:13 Hd: 0,9474 45 BER_SP 3615
VIA_ES LSHO031
FNG_ES MTR12021
h: 15 . MAR_MG_JC758
Clado Leste Hd: 0,9261 57 VIC_MG_LG2146
ITAU_ES MTR12517
OSA_SP_MTR20246

Os haplétipos mais frequentes sdo os mais antigos e se encontram no interior
da rede, além de possuirem multiplas conexdes, apresentam uma distribuicao

geografica mais ampla. Os mais recentes se encontram na periferia, geralmente
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apresentam conexfées unicas com haplétipos da mesma populagdo e uma
distribuicao geogréfica restrita. Estas conexdes Unicas indicam uma origem recente
desses haplétipos (Avise et al., 1987).

Rede de haplétipos mitocondriais do clado Restinga (Figura 26)

As populacées da Reserva Biologica da Mata Escura-Jequitinhonha / MG
apresentaram o maior numero de haplétipos, sendo seis haplétipos. Camacan / BA,
Trancoso / BA e Una / BA apresentaram um total de cinco haplétipos. Porto Seguro /
BA apresentou quatro e Prado / BA trés. O haplétipo mais frequente é o de niumero
18 em Trancoso / BA. Nenhuma populagdo mostrou-se monomorfica, ou seja,

representada somente por um Unico haplétipo mitocondrial.

Como mostra na Figura 27 das seis localidades amostradas, quatro
apresentaram uma composicdo haplotipica especifica, ndo compartilhando
haplétipos com nenhuma outra, séo elas: Prado / BA, Porto Seguro / BA, Trancoso /
BA e Una / BA. As populagdes que compartiiham sdo Camacan / BA e Reserva
Biolégica da Mata Escura-Jequitinhonha / MG, as quais sao localidades

relativamente proximas.
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Figura 26: Rede de haplétipos mitocondriais do Clado Restinga.
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Figura 27: Disposicao geografica dos haplétipos do Clado Restinga.
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Rede de haplétipos mitocondriais do clado Centro-sul (Figura 28)

Neste clado, as populagdes da Usina Hidrelétrica de Corumba / GO
apresentaram o maior nimero de haploétipos, sendo dez haplétipos. Seguidas de
Piracicaba / SP com quatro e Osasco / SP com trés. J& Santo Antdo-Santa Maria /

RS mostrou-se monomorfica para o haplétipo de nimero 8.

Como mostra na Figura 29 das quatro localidades amostradas, todas
apresentaram uma composicdo haplotipica especifica, ndo compartilhando
haplétipos com nenhuma outra. Nao sao localidades proximas, porém existe
conexdo de habitat entre elas, isso explica serem recuperadas no mesmo clado,

porém apresentarem essa diversidade haplotipica.
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Figura 28: Rede de haplétipos mitocondriais do Clado Centro-sul.
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Figura 29: Disposicao geografica dos haplétipos do Clado Centro-sul.
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Rede de haplétipos mitocondriais do clado Tipo (Figura 30)

Neste clado as populacbes da Restinga de Jacarepia-Saquarema / RJ
apresentaram o maior nimero de haplétipos, sendo cinco haplétipos. Seguidas por
Restinga da Marambaia-Sao Gongalo / RJ e Restinga de Marica-Barra de Marica /
RJ com quatro e trés respectivamente. Praia Lopes Mendes-llha Grande / RJ
mostrou-se monomorfica, porém com a maior frequéncia deste haplétipo, o
haplétipo de niamero 1, por se tratar de uma ilha o isolamento destes haplétipos é
perfeitamente plausivel.

Como mostra na Figura 31 das quatro localidades amostradas, todas
apresentaram uma composicdo haplotipica especifica, nao compartilhando
haplétipos com nenhuma outra. Sao localidades préximas, porém separadas por
restingas bem delimitadas.
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Figura 30: Rede de haplétipos mitocondriais do Clado Tipo.
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Rede de haplétipos mitocondriais do clado Leste (Figura 32)

As populagdes de Duas Bocas / ES, Reserva Biologica de Sooretama / ES,
Reserva da Companhia Vale do Rio Doce-Linhares / ES e Vitéria / ES apresentaram
o maior numero de haplétipos neste clado, sendo trés haplétipos cada. Parque
Estadual do Rio Doce-Marliéria / MG e Serra dos Alves / MG apresentaram dois e
Mucuri / BA e Regéncia / ES mostraram-se monomorficas. Os haplétipos mais
frequentes foram o de numero 6 amostrado nas localidades Parque Estadual do Rio
Doce-Marliéria / MG e Serra dos Alves / MG, e o de numero 4 em Mucuri / BA.

Como mostra na Figura 33 das oito localidades amostradas, trés
apresentaram uma composicdo haplotipica especifica, nao compartilhando
haplétipos com nenhuma outra, sdo elas: Mucuri / BA, Regéncia / ES e Vitéria / ES.
As populagbées que compartiiham sdo: Duas Bocas / ES, Reserva Bioldgica de
Sooretama / ES, Reserva da Companhia Vale do Rio Doce-Linhares / ES, Parque
Estadual do Rio Doce-Marliéria / MG e Serra dos Alves / MG, as quais compartilham
um haplétipo. Duas Bocas / ES compartilha o haplétipo de niumero 3 com Reserva
Biolégica de Sooretama / ES, esta ultima também compartilha o haplétipo de
namero 8 com Reserva da Companhia Vale do Rio Doce-Linhares / ES e Parque
Estadual do Rio Doce-Marliéria / MG compartilha com Serra dos Alves / MG o
haplétipo de numero 6.
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Figura 32: Rede de haplétipos mitocondriais do Clado Leste.

98



@) Duas Bocas /ES

€0 Mucuri ! BA

(D) Pq. Est. do RD Marliéria i MG
@ Regéncia (ES

@ Res. Bio de Sooretama i ES
{1 Res.da CVRD/ES

@ Serra dos Alves | MG

() Vitoria | ES

=)

L H3 I
e 7 H
-
Espirito Santo

NatolG

Figura 33: Disposi¢ao geografica dos haplétipos do Clado Leste.

99



Taxas de Divergéncia

Na construcdo das matrizes de distadncia todas as posicées que contém
lacunas e dados faltantes foram eliminadas. Para as matrizes de distdncia com o
gene 16S a andlise envolveu 186 sequéncias de nucleotideos e houve um total de
303 posi¢des no conjunto de dados final. Para as matrizes de distancia com o gene
cytb foram utilizadas 181 sequéncias de nucleotideos e houve um total de 303
posicdes no conjunto de dados final. E por fim para as matrizes de distancia com a
concatenacdo dos dados mitocondriais foram utilizados 186 sequéncias de

nucleotideos com um total de 528 posicoes no conjunto de dados final.

Matrizes de distancia foram usadas para inferir a divergéncia tanto entre os
clados como nas relacbes intra-clados. Como os dados nucleares foram
inconclusivos, as matrizes foram construidas somente utilizando os dados
mitocondriais (16S e cytb) separadamente e concatenados. As matrizes individuais
para cada gene foram feitas tanto para as linhagens principais quanto para as

outras linhagens, todas com a inclusao dos grupos externos.

Na comparacdo dentro dos grupos recuperados nas reconstrucdes

filogenéticas obteve-se a distancia média para o gene 16S e cytb (Tabela 10).

Com o 16S dentro do grupo externo a divergéncia foi de 9,1%, esperado ja
que o grupo externo é composto por individuos de trés géneros distintos. Para o
clado A foi de 1,1%, este valor € mais um indicativo de que este clado é um
complexo de espécies atualmente validas e precisa ser melhor analisado. O clado B
obteve uma taxa de divergéncia de 2,3%, indicando que a espécie T. cocorobensis,
que nao é o foco deste estudo, pode ser um complexo de espécies também. As
linhagens principais recuperadas apresentaram taxas de 0,3% para o clado
Restinga, 0,6% para o clado Centro-sul, 0,3% para o clado Tipo e 0,5% para o clado
Leste, estes resultados sustentam a monofilia destes clados. O Grupo C possui uma
taxa dentro do grupo de 0,3%, isso apenas indica que estas populagdes sao

préximas, mas nao resolve a baixa resolucao obtida nas reconstrucdes filogenéticas.
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O cytb, como esperado, apresentou altas taxas de divergéncia em relacao ao
gene 16S, porém confirma os resultados ja obtidos. O grupo externo diverge
internamente 19%. O clado A 5,5% e o clado B 6,5%. Em relacdo as linhagens
principais, Restinga, Centro-sul, Tipo e Leste os valores encontrados foram
respectivamente 1,3%, 1,6%, 1,6% e 1,5%. O grupo C diverge 1,9%.

Tabela 10: Niveis de divergéncia nas relagbes internas de cada clado para os genes

16S e cytb e para os dados mitocondriais concatenados.

16S cytb Concatenados
Grupo externo |9,1% Grupo Externo | 19,0% Grupo externo [ 9,1%
Clado A 1,1% Clado A 5,5% Clado A 1,1%
Clado B 2,3% Clado B 6,5% Clado B 2,3%
Restinga 0,3% Restinga 1,3% Tipo 0,3%
Centro-sul 0,6% Centro-sul 1,6% Restinga 0,3%
Tipo 0,3% Tipo 1,6% Leste 0,5%
Leste 0,5% Leste 1,5% Centro-sul 0,6%
Grupo C 0,3% Grupo C 1,9% Grupo C 0,3%

Na comparacao entre 0s grupos recuperados nas reconstrucoes filogenéticas
obteve-se a distancia média entre todos os grupos incluindo o grupo externo para o
gene 16S e cytb (Tabela 11).

Para o gene 16S todas as linhagens destacadas neste estudo (Restinga,
Centro-sul, Tipo e Leste) diferiram do clado A entre 3,0 a 4,0%, 0 que corrobora a
parafilia deste clado que inclui possivelmente segmentos génicos de T. insulanus, T.
hispidus, T. oreadicus e T. torquatus. Em relacao ao clado B (7. cocorobensis) a
divergéncia entre as principais linhagens foi de 3,0%. Ja entre as quatro linhagens,
observou-se uma divergéncia de 1,0 a 2,0%. O clado Tipo possui uma divergéncia
do clado Restinga, do clado Centro-sul e do clado Leste de 2,0%. Ja entre estas
linhagens, Restinga e Centro-sul sdo clados proximos, divergindo apenas 1,0%. Ja o
clado Leste diverge destes clados 2,0%. As populagdes de T. torquatus recuperadas
com suporte baixo e pouco resolvidas pertencentes ao Grupo C divergem das

demais populacdes desta espécie 2,0%.
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Para o gene cytb a variagcdo nas sequéncias entre os grupos foi bem maior
em relagdo ao 16S devido variabilidade genética maior deste gene. A variacao entre
o clado A e as demais linhagens monofiléticas referentes a espécie T. torquatus foi
de 11,0 a 14,0%, sendo mais divergente do clado Tipo e menos do clado Leste. Ja o
clado B com populagdes de T. cocorobensis divergiu entre 10,0% a 13,0%, sendo
mais divergente do clado Tipo e menos do clado Leste. Entre as linhagens
monofiléticas bem suportadas pelas demais analises o clado mais divergente em
relacdo ao clado Tipo foi Centro-sul, com 9,0% de divergéncia, e o menos
divergente foi Leste com 6,0%. Restinga diverge de Leste e do Centro-sul 7,0%.
Leste e Centro-sul divergem 8,0%. As populacdes de T. torquatus recuperadas com
suporte baixo e pouco resolvidas pertencentes ao Grupo C divergem das demais

populacdes desta espécie entre 5,0 e 8,0%, sendo 5,0% em relagédo ao clado Tipo.
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Tabela 11: Distancias médias nao corrigidas entre os clados recuperados a partir
das reconstrugdes filogenéticas com os genes 16S e cytb e para os dados
mitocondriais concatenados. GE - Grupo externo; A - Clado A; B - Clado B; T -
Clado Tipo; R - Clado Restinga; L - Clado Leste; CS - Clado Centro-sul.

16S GE A B T R L CS

Grupo externo

Clado A 0,10

Clado B 0,11 0,04

Tipo 0,10 0,03 0,03

Restinga 0,11 0,03 0,03 0,02

Leste 0,11 0,04 0,03 |0,02 0,02

Centro-sul 0,11 0,03 0,03 0,02 0,01 0,02

Grupo C 0,11 0,04 ]0,03 (0,02 0,02 [0,02 |0,02
cytb GE A B T R L CS

Grupo externo

Clado A 0,21

Clado B 0,23 10,13

Tipo 0,21 0,14 10,13

Restinga 0,22 10,13 (0,12 [0,08

Leste 0,21 0,11 |0,10 (0,06 0,07

Centro-sul 0,22 0,11 |0,12 [0,09 0,07 0,08

Grupo C 0,20 0,12 0,12 ]0,05 0,06 [0,06 ]0,08

Concatenados GE A B T R L CS

Grupo externo

Clado A 0,10

Clado B 0,11 0,04

Tipo 0,10 0,03 0,03

Restinga 0,11 0,03 0,03 0,02

Leste 0,11 0,04 0,03 0,02 0,02

Centro-sul 0,11 0,03 0,03 0,02 0,01 0,02

Grupo C 0,11 0,04 ]0,03 (0,02 0,02 [0,02 [0,02
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As estimativas maxima e minima de taxas de evolucdo do DNAmt foram

feitas entre os quatro clados principais de T. torquatus (Tabela 12).

Tabela 12: Tempos minimos e maximos estimados para divergéncias entre os
quatro clados principais de T. forquatus recuperados a partir das reconstrugdes

filogenéticas (taxas de divergéncia de mtDNA de acordo com Zamudio & Greene,

1997).
. Taxa de divergénciade | Tempo estimado (M.a.)

Clados divergentes mtDNA (%/M.a.) menor e maior
Entre Clado 0,47 4,25
Restinga e Tipo 1,32 6,06
Entre Clado 0,47 2,12
Restinga e Centro-sul 1,32 5,30
Entre Clado 0,47 4,25
Restinga e Leste 1,32 5,30
Entre Clado 0,47 4,25
Tipo e Centro-sul 1,32 6,81
Entre clado 0,47 4,25
Tipo e Leste 1,32 4,54
Entre Clado 0,47 4,25
Centro-sul e Leste 1,32 6,06
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DISCUSSAO

Analises Filogenéticas

As analises filogenéticas conduzidas no presente estudo revelam que o que
vinha sendo chamado de Tropidurus torquatus nao foi recuperado como
monofilético pois T. cocorobensis e outros exemplares do género foram recuperados
internamente, embora nem sempre com suporte robusto. Também néao foi possivel
obter uma relacdo bem resolvida entre os principais terminais. Contudo, foi
constatada a existéncia de sete linhagens bem definidas e recuperadas com alto
suporte (Clado A, B, Restinga, Centro-sul, Tipo, Leste e Grupo C), revelando uma
diversidade muito maior do que se previa. Quatro destas linhagens foram
consideradas principais dentro de T. torquatus por terem seu monofiletismo
recuperado em todas as reconstrugdes filogenéticas apresentadas com suportes
altos, mesmo quando utilizados métodos de andlises distintos, recuperam as
mesmas linhagens de forma robusta, sdo os clados Restinga, Centro-sul, Tipo e
Leste.

Esse panorama geral foi encontrado em praticamente todas as analises,
exceto por alguns individuos que se destacaram pela posicdo em que foram
recuperados pois ndo se agruparam com os demais da sua localidade. No clado A
(Figura 6) isto ocorreu com um individuo de Camacan / BA (MTR 15896) e outro do
Parque Nacional do Caparaé / MG (10784), os demais destas localidades se
agruparam respectivamente com individuos dos clados Restinga e grupo C. No
grupo C com os dados mitocondriais (Figura 12) o mesmo ocorreu com um individuo
de Una / BA (MTR 21387), os demais desta localidade se agruparam no clado
Restinga. No clado Leste (Figuras 10) um individuo de ltaunas / ES (MTR 12517) foi
recuperado como irmao de um espécime de Osasco / SP (MTR 20246). Para a
localidade de Itaunas ndo foram amplificadas mais amostras, no entanto para
Osasco as demais amostras foram recuperadas no clado Centro-sul. Como estes
lagartos sé@o colonizadores agressivos, adaptam-se bem a qualquer habitat aberto e

sua dispersao € facilitada por transporte humano, especialmente em troncos de
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arvores, madeiras, diversas cargas como pedras, tijolos, sugere-se a possibilidade
de introducdo humana.

Outra possibilidade aventada somente no caso do individuo de Camacan / BA
(MTR 15896) foi de uma possivel contaminagcdo ou troca de tecidos devido a
enorme diferenca observada na sequéncia desta amostra ao compara-lo com as
demais da mesma localidade. Contudo tanto o sequenciamento como a extracao
foram repetidos a exaustdo, além de voltar ao voucher para a conferéncia da
identificagdo. Todos os resultados foram corroborados e verificou-se que se trata de
fato de um T. torquatus, apoiando a idéia de introducao e/ou transporte humano. A
repeticdo do sequenciamento e da extragdo nao foi feita com as demais amostras
além da citada porque as sequéncias mostraram uma estruturagédo de acordo com
cada localidade, portanto nos testes preliminares estas amostras ndo chamaram
atencdo, apenas nas analises finais porque se agruparam em um clado com outras

espécies do grupo torquatus.

A heterogeneidade constatada no clado A nao pbde ser verificada para
eliminar a hipbétese de haver erros de identificacdo, pois até a conclusdo deste
trabalho, ndo foi possivel rever estes individuos devido a reforma do Museu de
Zoologia da USP. Estes possiveis erros de identificacdo nao prejudicaram os
resultados ja que observou-se a quebra do monofiletismo da espécie e a
recuperacao de quatro linhagens monofiléticas forte e recorrentemente corroboradas

nas demais analises.

O que foi chamado de grupo C apresentou-se de modo diverso nas analises
sendo que a resolucao das relacdes dessas linhagens nao foi corroborada em todas
as analises. Ora encontrou-se uma politomia (Figura 11), ora algumas relacdes
internas sdo resolvidas (Figura 20). Apenas uma amostragem que inclua mais genes
nucleares podera ajudar a esclarecer estes problemas. Talvez seja necessario a
introducdo de mais amostras dessas localidades para inferir alguma hipétese com

maior seguranca.
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Rede de Hapldtipos

A rede de haplétipos mostra as relacdes genealdgicas entre os haplotipos.
Neste trabalho, de um modo geral, foi encontrada forte estruturagdo populacional
nas linhagens principais com pouquissimo ou nenhum compartiihamento de
haplétipos. O que demonstra que estdo geneticamente estruturadas, sendo baixo ou

inexistente o fluxo génico entre elas.

O compartilhamento de haplétipos foi observado entre as populacdes de
Camacan / BA e Reserva Biologica da Mata Escura-Jequitinhonha / MG no clado
Restinga (Figura 26), as quais sao localidades préximas (Figura 27). No clado Leste
as populagdées que compartilham haplétipos sdo (Figura 32): Duas Bocas / ES,
Reserva Biolégica de Sooretama / ES, Reserva da Companhia Vale do Rio Doce-
Linhares / ES, Parque Estadual do Rio Doce-Marliéria / MG e Serra dos Alves / MG,
as quais compartilham um haplétipo. Duas Bocas / ES compartilha o haplétipo de
namero 3 com Reserva Bioldgica de Sooretama / ES, esta ultima também
compartilha o haplétipo de niumero 8 com Reserva da Companhia Vale do Rio Doce-
Linhares / ES e Parque Estadual do Rio Doce-Marliéria / MG compartilha com Serra
dos Alves / MG o haplétipo de niumero 6. Nos clados Centro-sul (Figura 28) e Tipo
(Figura 30) ndo ha compartiihamento de haplotipos.

Na rede de hapl6tipos mitocondriais do clado Restinga (Figuras 26) vale
ressaltar que o haplétipo de numero 3 pertencente a localidade de Camacan / BA
(MTR 15896), a mesma que nas andlises filogenéticas é recuperada no clado A,
aqui também aparece com uma estruturacao diferente das demais amostras da
mesma localidade. O clado A agrupa amostras de diferentes localidades dos
estados de Tocantins e Mato Grosso do Sul, além de outras espécies do grupo
torquatus (T. insulanus, T. hispidus e T. oreadicus). A quantidade de mutagdes que
separam este hapl6tipo de numero 3 dos demais € maior do que cinquenta. Isso
pode indicar mais uma vez que este exemplar revela introdugdo humana ou mostra
sinais de introgressao, possivelmente causada por ela. Ja o haplétipo de numero 27
pertencente ao individuo de Una / BA (MTR 21387) apresenta quatorze mutagdes.
Nas reconstrucoes filogenéticas para os dados mitocondriais tanto por inferéncia
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Bayesiana (Figura 12) como Parciménia (Figura 22), este individuo € recuperado
numa politomia mais basal no cladograma, ndo se agrupando com os demais da
mesma localidade que se encontram dentro do clado Restinga. Este resultado é
mais um indicativo de uma possivel introducdo humana ou de uma complexa
historia de isolamento da fauna desta area como tem sido demonstrado em outros
trabalhos (Pellegrino et al., 2011; Amaro et al., 2012).

Na rede de haplétipos mitocondriais do clado Centro-sul (Figuras 28) vale
ressaltar que o haplétipo de numero 1 de Osasco / SP (MTR 20246), a mesma
localidade que nas analises filogenéticas é recuperada no clado Leste como irma de
um individuo de Itadunas / ES (MTR 12517). Como da localidade de Itaunas / ES
somente foi possivel conseguir a sequéncia de um individuo devido a problemas no
sequenciamento de outras amostras, fica dificil inferir alguma hip6tese baseada em
tdo poucos dados. Este haplétipo é separado dos demais por mais de cinquenta

mutacoes.

Na rede de haplétipos mitocondriais do clado Leste (Figuras 32) como as
localidades de Duas Bocas / ES e Reserva Bioldégica de Sooretama / ES séo
separadas pelo Rio Doce (Figura 25), o compartiihamento de haplétipos entre as
populacdes destas localidades pode ser indicativo de um compartilhamento de
haplétipos ancestrais. Este ndo é o caso da Reserva Bioldgica de Sooretama / ES e
da Reserva da Companhia Vale do Rio Doce-Linhares / ES que s&o localidades
préximas, sem barreiras entre elas. Por fim, Parque Estadual do Rio Doce-Marliéria /
MG e Serra dos Alves / MG néo sao localidades préximas, estao separadas pelo Rio

Doce e compartilham haplétipos (Figura 33).

A inferéncia quanto a frequéncia dos haplétipos é somente uma estimativa,
uma vez que nem todas as localidades possuiam o mesmo numero de amostras. O
namero de amostras por localidade variou de 1 a 10, portanto uma localidade com
10 amostras quando comparada a outra com menor numero mostrard uma

frequéncia maior de haplétipos devido a quantidade.
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Taxas de divergéncia

As matrizes de distadncia demonstram claramente diferengcas marcantes nas
taxas de evolugcao entre os genes mitocondriais. As maiores taxas de divergéncia
registradas para as relacoes internas de cada clado com os genes 16S, cytb e para
os dados mitocondriais concatenados, foram respectivamente 9,1%, 19,0% e 9,1%.

Na comparagao entre clados esta divergéncia foi 11,0%, 23% e 11,0%.

Os clados Restinga, Centro-sul, Tipo, Leste e o grupo C possuem baixas
taxas de divergéncia entre si em comparacao aos clados A e B. O clado A que nas
reconstrucdes filogenéticas foi recuperado como um clado com alta
heterogeneidade devido as diferentes localidades e espécies agrupadas apresentou
altas taxas de divergéncia entre seus terminais, variando respectivamente para os
genes 16S, cytb e com os dados concatenados, 1,1%, 5,5% e 1,1%. O clado B
também apresentou uma divergéncia interna alta. Os clados citados como linhagens
principais dentro de T. torquatus apresentaram baixa divergéncia nas relacdes

internas.

As estimativas de tempo de divergéncia obtidas entre os quatro grupos
principais recuperados e definidos pelas reconstrucoes filogenéticas como linhagens
monofiléticas dentro de T. torquatus (taxas de divergéncia de mtDNA de acordo com
Zamudio e Greene, 1997) variaram entre 4,25 M.a. e 6,81 M.a., para praticamente
todos os clados, exceto entre os clados Restinga e Centro-sul que tiveram uma
divergéncia entre 2,12 M.a. e 5,30 M.a., demonstrando claramente a ancestralidade
saxicola com uma posterior ocupacdo dos ambientes arenosos. Estes resultados
situam os eventos cladogénicos no Plioceno, periodo Nedgeno da Era Cenozbica
(Tabela 12). No Plioceno a Terra ja comeca a se tornar semelhante a que temos
hoje. Nesta época ocorre um esfriamento das aguas e consequentemente um
aumento das calotas polares e diminuicdo do nivel dos oceanos. E considerada
como uma fase de transicdo entre o Mioceno, mais quente, e o Pleistoceno, aonde
comegam as glaciagdes. O clima mais frio e seco do Plioceno favoreceu a expansao

das areas abertas, restringindo as florestas a pequenos refugios (Vanzolini, 1992),
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isso favoreceu tanto as populagées interioranas como as litordneas de T. torquatus,

permitindo o contato entre elas e a expansao do habitat de origem.

Porém tendo em vista a auséncia de fésseis que poderiam ser utilizados
como pontos de referéncia para uma estimativa mais acurada destes tempos de
divergéncia, a estimativa dada é a uUnica possivel com os dados obtidos, ainda
assim, valida como um primeiro panorama da divergéncia ocorrida entre as

linhagens encontradas dentro de T. torquatus.

Os resultados para ambos os genes se corroboram. Os resultados com os
dados mitocondriais concatenados sao bem préximos quando nao idénticos aos
resultados obtidos com o gene 16S. Estes resultados s6 confirmam que realmente
se trata de um complexo de espécies e que a diversidade dentro do grupo torquatus

€ bem maior do que se conhece atualmente.

Hipoteses Filogeograficas

A hipétese de diversificagdo dos Tropidurus do grupo torquatus demonstra a
principio ao menos dois padrdes distintos. Como relatado no trabalho de Rodrigues,
1987, existem basicamente dois conjuntos ecoldgicos de espécies. Um que relne
formas de ampla distribuicdo geografica que parece acompanhar a expansao e
retracao das formacdes abertas logo apos o inicio da deterioracao climatica. Outro
qgue reune formas restritas aos ambientes arenosos que provavelmente sé encontra
condicOes favoraveis de expansao na outra fase do ciclo, quando as temperaturas e
o nivel do mar estdo mais baixos, 0 que permite um rearranjo dos lengdis arenosos

da plataforma continental.

Esta hipétese sugere que as linhagens arenicolas surgiram
independentemente mais de uma vez durante sua histéria evolutiva. Na udltima
filogenia apresentada por Frost et al., 2001, as linhagens arenicolas de Tropidurus
do grupo torquatus aparecem independentemente pelo menos trés vezes em T.

hygomi, T. psammnonastes e T. cocorobensis, ja as espécies com populacdes
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saxicolas e arenicolas aparecem independentemente quatro vezes em T. etheridgei,

T. hispidus, T. torquatus e T. oreadicus.

Neste estudo recuperou-se trés grupos essencialmente arenicolas, o clado B
(Figura 6), o clado Restinga (Figura 7) e o clado Tipo (Figura 9), e quatro grupos
saxicolas, clado A (Figura 6), Centro-sul (Figura 8), Leste (Figura 10) e o grupo C
(Figura 11). O fato de que esses grupos arenicolas ndo foram recuperados como
uma linhagem monofilética em nenhuma das andlises filogenéticas e a
predominancia de individuos saxicolas nos clados mais basais indica que
possivelmente o ancestral era saxicola (Figura 4). De acordo com a hipétese de
diversificacao do grupo torquatus (Frost et al., 2001) pode-se inferir que estes trés
clados arenicolas também tenham surgido independentemente na histéria evolutiva
de T. torquatus. Nesta ultima filogenia observou-se que a ocupagdo dos ambientes
de areia parece ter sido convergente, aparecendo independentemente em diferentes
linhagens. Entretanto, o suporte de Bremer para a maioria dos ramos € apenas
moderado neste trabalho e uma filogenia mais robusta que inclua uma melhor
cobertura da distribuicao das espécies se faz necessaria para testar a hipétese da
origem das populagdes de Tropidurus do grupo torquatus que ocuparam oS
ambientes arenosos. Dentro de espécies com populacdes saxicolas/arenicolas,
como T. torquatus e T. hispidus, a literatura tem apresentado muitas evidéncias de
que cada um delas possa compreender mais de uma espécie. Kasahara et al.,
1996 chamaram a atencdo para o fato que estas duas espécies possuem
populacdes que apresentam variacao geografica do cariétipo. Como ja foi dito, neste
estudo foi encontrada uma diferenciacéo cariotipica em individuos de T. torquatus
da localidade de Guaibim, no litoral do Estado da Bahia, em relacao a individuos de

localidades do interior dos estados de Goias, Minas Gerais e Sao Paulo.

Uma linhagem ancestral saxicola também foi levantada em um trabalho
realizado por Kiefer, 2003 sobre a ecologia geogréfica de T. torquatus em areas de
restinga. Neste trabalho observou-se que a reducdo no tamanho corpéreo das
populacdes de restinga pode ter ocorrido apds a colonizacdo dessas areas por
populacdes interioranas ancestrais que possuiam tamanhos corpdreos maiores.
Como tanto a morfologia como a ecologia dos lagartos podem ser influenciadas pela
estrutura do habitat ocupado (Vitt et al.,, 1997) aventou-se a possibilidade de que
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apds a ocupacao inicial das restingas pelas populagdes ancestrais interioranas, as
diferentes caracteristicas ambientais locais possam ter sido uma importante pressao
de selecdao em relacéo a reducao do tamanho corpéreo dos individuos das areas de
restinga. Neste mesmo trabalho também foi feito um estudo das caracteristicas
reprodutivas da espécie e constatou-se que as populacdes litoraneas possuem
caracteristicas reprodutivas semelhantes entre si quando comparadas com as
interioranas, o que pode ser mais um indicativo de ser um grupo diferenciado dentro
da espécie. Entretanto neste estudo citado devido a ambiguidade das
caracteristicas, sendo algumas restritas aos grupos populacionais e outras a
espécie, nao foi possivel inferir até que ponto as variacbes geograficas e as
caracteristicas reprodutivas sdo determinadas pela histéria evolutiva do grupo e

quanto & consequéncia das condi¢cdes ambientais de cada localidade.

A ocorréncia de variacoes ecoldgicas de uma espécie ao longo da sua
distribuicdo geografica podem ser resultados de caracteristicas fixas, influéncia
histérica ou influéncia do ambiente. A recuperacdo de quatro linhagens
monofiléticas dentro da espécie em questdo demonstra claramente que nao sao
apenas frutos de adaptacdes ao ambiente gerando uma diferenciacdo, mas sim de

uma especiacao vigente.

A primeira tentativa de explicar a existéncia dos dois complexos populacionais
dentro de T. torquatus baseada na Teoria dos Reflgios Florestais (Rodrigues, 1987)
explica parte da histéria evolutiva desta espécie, uma vez que, dados os resultados
obtidos, pode-se concluir que a espécie atualmente reconhecida como T. torquatus
constitui ndo somente uma espécie e nem um conjunto com duas populacdes
distintas, mas sim um complexo de espécies, além de ter sofrido muito mais
influéncias climaticas do Plioceno do que do Pleistoceno, porém somente uma
filogenia robusta do grupo torquatus podera elucidar essa questio. E fato que, com
as futuras mudancas deste complexo grupo de espécies chamado torquatus, muito
estudos filogeograficos serdo necessarios para esclarecer a histéria evolutiva de

cada espécie.

Muitos estudos tém demonstrado uma correlacdo entre os padrbes de
diversidade genética e as alteragdes climaticas e florestais ocorridas durante o

112



Pleistoceno, por exemplo, em aves (Cabanne et al., 2008, Cabanne, 2009), anfibios
(Carnaval et al., 2009; Amaro et al., 2012), répteis e mamiferos (Grazziotin et al.,
2006; Carnaval & Moritz, 2008).

No estudo com a espécie Proceratophrys boiei feito por Amaro et al., 2012
observou-se diferentes respostas biologicas referentes ao periodo do ultimo glacial
em diferentes faixas de altitude ao longo da Mata Atlantica. Foram encontrados pelo
menos dois filogrupos divergentes, nao distintos morfologicamente, além de relatar
uma quebra filogeografica na regiao central de Sao Paulo. No trabalho de Cabanne,
2009 essa quebra em Sao Paulo também é observada nos padrées de distribuicao
de quatro espécies de passeriformes endémicos. Grazziotin et al., 2006 também
observou uma maior diversidade genética em um estudo filogeografico da espécie
Bothrops jararaca em diferentes faixas de altitude dentro da Mata Atlantica. Estes
estudos filogeograficos, quando comparados, demonstram um padrdao no qual a
distribuicao temporal e espacial das florestas € muito dinamica, aonde norte e sul
seriam regides mais instaveis devido as alteragdes climaticas, tanto locais quanto
globais, ou seja, os ciclos glaciais e interglaciais (Cabanne, 2009). Isto é congruente
com os modelos obtidos para simulacao da cobertura florestal feito por Carnaval &
Moritz, 2008. Esses padrdes florestais dinamicos podem ser responsaveis pela
evolucao independente de cada linhagem em refugios distintos, como as linhagens

encontradas no presente trabalho para T. torquatus.

A segunda tentativa foi usando a diversificagdo dos rios como barreiras
(Wallace, 1852). Ao delimitar geograficamente este complexo de espécies, foi feita
uma correlagédo da ocorréncia dos clados recuperados de acordo com 0s principais
rios citados como delimitadores de fauna em diversos estudos (Pellegrino et al.,
2005; Bertolotto, 2006; Grazziotin et al., 2006; Cassimiro, 2010; Michiute, 2010).
Observou-se que as populacdes do clado Leste se encontram delimitadas pelos
Rios Jequitinhonha e Paraiba do Sul, ocorrendo uma separacao de algumas
localidades pelo Rio Doce (Figura 25). As populacdes das localidades Mucuri / BA,
ltainas / ES, Floresta Nacional de Goytacazes / ES, Reserva Biol6gica de
Sooretama / ES, Reserva da Cia. Vale do Rio Doce / ES, Regéncia / ES, Serra dos
Alves / MG e Parque Estadual do Rio Doce-Marliéria / MG se encontram ao norte do
Rio Doce. As populagbes das localidades Mariana / MG, Vigosa / MG, Vitéria / ES,
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Viana / ES e Duas Bocas / ES se encontram ao sul do Rio Doce. As populagcdes do
clado Tipo estao isoladas pelo Rio Paraiba do Sul (ao sul deste Rio). As populacdes
do clado Restinga se encontram ao norte do Rio Jequitinhonha, e os terminais do

grupo C, ao sul do Rio Doce.

No trabalho realizado por Bertolotto, 2006 com o género de lagartos Enyalius
o Rio Doce separou dois clados compostos por diferentes espécies, assim como o
Rio Jequitinhonha e o Sao Francisco também foram delimitadores de espécies. No
trabalho de Pellegrino et al., 2005 num estudo com o lagarto Gymnodactylus darwinii
na costa brasileira, demonstrou uma grande variabilidade genética que resultou na
sua separacdo em duas espécies e no reconhecimento de populacdes
geneticamente diferenciadas, aparentemente separadas pelos principais rios da
regidao (Rios Sao Francisco, Paraguacu, Jequitinhonha, Doce e Paraiba do Sul). No
trabalho de Grazziotin et al., 2006 realizado com a espécie de serpente Bothrops
jararaca a disjuncao filogeografica na regiao do baixo Rio Doce também foi
observada. Michiute, 2010 estudou o género Ecpleopus, a principio monotipico, e 0
Rio Doce também atuou como uma barreira importante na divergéncia de duas
linhagens. Cassimiro, 2010 em um trabalho de sistematica e filogenia do género
Gymnodactylus também observou um padrao geral dos grandes rios da costa leste
da Mata Atlantica atuando como barreiras. Porém este dltimo autor também
encontrou uma indicacdo de que o Rio Doce nao tenha atuado como uma barreira
primaria e efetiva na separacao de linhagens ao sul e ao norte do seu leito, assim
como encontrado neste trabalho nas linhagens do clado Leste.

A coincidéncia dos rios e dos padrdes de diferenciacdo genética na Mata
Atlantica ndo se restringe aos géneros Gymnodactylus, Tropidurus, Ecpleopus e
Enyalius. Na verdade outros exemplos indicam que existe um padrao de distribuicao
em relacdo a estes rios que sugerem uma histéria evolutiva comum. Entre os
lagartos tropidurideos, T. hispidus e T. hygomi nao ocorrem ao sul da Bahia de
Todos os Santos (Rodrigues, 1987). O geckonideo Coleodactylus meridionalis
ocorre na parte norte da Mata Atlantica, mas nao ocorre ao sul do Rio

Jequitinhonha. O lagarto Stenolepis ridleyi da familia Gymnophthalmidae, tem
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distribuicdo semelhante, ndo se estende ao sul do Rio S&o Francisco (Rodrigues,
1990; Pellegrino et al.,2005).

Sem descartar a forte influéncia constatada em muitos estudos das
oscilagdes climaticas iniciadas no Nedgeno e que se estenderam até o Quartenario
na distribuicdo atual da fauna ao longo da costa Atlantica brasileira e fazendo um
paralelo com os efeitos diretos e indiretos das mudancas no nivel do mar que
também ocorreram neste periodo, pode-se inferir uma explicacdo para estas
linhagens cortadas pelo Rio Doce que apresentam uma separacdo incompleta.
Essas alteracdes do nivel do mar podem ter causado altera¢des do curso do rio ou a
transferéncia de populacdes insularizadas de uma margem a outra causando esse
padrao secundario observado neste trabalho e no trabalho de Cassimiro, 2010.

Conclui-se que a complexidade das linhagens de T. torquatus encontradas
nao podem ser explicadas somente com uma ou outra teoria, como a dos refugios
ou dos rios. Na verdade, na Mata Atlantica, areas compreendidas entre os principais
rios sdo congruentes com as areas preditas como remanescentes florestais do
Pleistoceno, logo, torna-se dificil distinguir entre tais hipoteses alternativas (Baroni,
2010). Essa auséncia de um padrao geral pode demonstrar uma histéria evolutiva
complexa devido a influéncia diferencial de eventos paleogeograficos e
paleoclimaticos na diferenciacdo dos grupos taxondmicos (Cracraft & Prum, 1988).

Com este estudo ainda é precipitado determinar a elevacdo ou nao de
algumas linhagens ao nivel de espécie devido a enorme complexidade constatada.
Um trabalho utilizando mais genes, especialmente nucleares, e que conte com uma
amostragem maior de individuos de cada localidade, principalmente aquelas que
estdo em clados parafiléticos podera trazer mais clareza sobre a delimitacdo de
espécies. Em carater preliminar sugere-se que trés das quatro linhagens
recuperadas como monofiléticas, com suportes altos, que possuem uma
estruturacdo geografica e uma uniformidade morfolégica poderiam ser elevadas a
espécies. Sao elas: Clado Restinga, Clado Centro-sul, Clado Tipo e Clado Leste.

O que foi possivel concluir € que as populacdes litoraneas e interioranas de
T. torquatus apresentaram uma grande diversidade de linhagens e foram
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recuperadas como linhagens monofiléticas, mas nao demonstraram uma evolucéo
Unica dos habitos arenicolas e saxicolas. Péde-se inferir, através de um critério mais
parcimonioso, que o ancestral destas linhagens era saxicola e que houve trés
evolucoes independentes para o habito arenicola (clados B, Restinga e Tipo). Isto
no entanto permanece no campo conjectural enquanto nao for possivel contar com
uma filogenia robusta que recupere as relacbes de parentesco entre estas
linhagens, ja que o monofiletismo da “espécie” nao foi recuperado. Trés espécies, T.
insulanus, T. hispidus e T. cocorobensis, escolhidas a principio como grupo-externo

quebraram esta monofilia.

Deve-se enfatizar que, com o0s resultados aqui obtidos, procurou-se
compreender se existia alguma correlacdo molecular com os dois morfotipos
observados em diversos estudos na espécie T. torquatus. Porém o que se obteve foi
um panorama da complexidade e diversidade deste complexo de espécies. Além
disso as espécies do grupo sao geralmente colonizadores agressivos,
especialmente T. torquatus, portanto a introdu¢do humana de individuos em
diferentes localidades que nao a de origem é perfeitamente plausivel. Dito isso, 0os
resultados indicam que a diversidade é muito maior do que se acreditava até o
momento e que, a idéia de apenas dois morfotipos dentro de T. torquatus indicando
uma linearidade na origem das linhagens arenicolas e saxicolas nao foi

corroborada.

O estudo filogeografico com base em dados moleculares aqui proposto
permitiu uma compreensao mais adequada da complexidade desta espécie ao
longo de sua ampla area geogréfica, assim como identificou linhagens monofiléticas
ao longo dos ambientes colonizados por ela. Também contribuiu no entendimento
dos padrdes de diversificacao entre estes conjuntos de populacdes ecologicamente
distintos.
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CONCLUSOES

—

. O monofiletismo de T. torquatus nao foi recuperado neste estudo, na verdade o

gue se encontrou foi um complexo de espécies;

. As analises filogenéticas revelam que existem quatro clados principais de acordo
com caracteristicas ecolégicas e ambientais, sao eles: Restinga, Centro-sul, Tipo
e Leste;

. O clado Leste é delimitado pelos Rios Jequitinhonha e Paraiba do Sul e possui
populacdes separadas pelo Rio Doce, com um grupo mais ao norte e outro ao sul
deste rio;

. As populagbes do clado Tipo estéo isoladas pelo Rio Paraiba do Sul (ao sul deste

ro);

. As populagdes do clado Restinga se encontram ao norte do Rio Jequitinhonha;

. Este estudo filogeografico com T. torquatus corroborou os demais estudos que
levantaram possiveis padroées em relagdo a duas das trés descontinuidades
filogeogréficas (Rio Doce e Rio Paraiba do Sul), a terceira, Rio Sdo Francisco,

nao faz parte da distribuicdo geografica da espécie;
Apesar de ser um grupo amplamente estudado, este estudo mostra a

necessidade de uma filogenia robusta e mais trabalhos filogeograficos para
elucidar sua complexidade.
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RESUMO

Estudos morfolégicos constataram que a espécie Tropidurus torquatus
apresenta dois morfotipos geograficamente distintos ao longo da area ocupada pela
espécie. Um com preferéncia por ambientes saxicolas, situado mais para o interior
do continente e, outro, mais costeiro, ocupando predominantemente os solos
arenosos de dunas e restingas. Estes morfotipos possuem caracteristicas
morfologicas externas distintas associadas a estes ambientes. Porém, estas
diferengas morfologicas observadas nao foram determinantes para um estudo mais
conclusivo dos padrées de diferenciacdo e da histéria zoogeografica da espécie em
questdo. Dentro deste contexto tedrico, este trabalho abordou a histéria das
populagdes de T. torquatus com o uso de dados moleculares mostrando como a
variabilidade genética da espécie esta distribuida geograficamente. Esta espécie se
mostrou muito mais diversa do que se imaginava inicialmente. Quatro diferentes
linhagens foram recuperadas na maioria das analises e apresentam relagdo com a
geografia. Os resultados mostraram que esta espécie esta se expandido e que
possivelmente pode ocorrer uma diferenciacao intraespecifica. Também mostrou
que pode estar ocorrendo fluxo génico ndo s6 dentro desta espécie, mas como
entre as outras espécies do género, porém somente uma filogenia mais robusta

podera elucidar a relacao entre elas.
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ABSTRACT

Morphological studies have showed that Tropidurus torquatus presents two
geographically distinct morphotypes along the area occupied by the species. The
first morphotype is saxicolous and exhibits a preference for rocky environments
located farther inland, and the other morphotype is located in more coastal areas,
occupying predominantly sandy soils of dunes and sandbanks. These morphotypes
have distinct external morphological traits associated with the environments they
occupy. However, these differences were not observed morphological determinants
for a more conclusive study of the differentiation patterns of differentiation and
zoogeographical history of the species. Within this theoretical context, this work
addressed the history of T. torquatus populations using molecular data, in order to
understand the geographical distribution of genetic variability. Results showed that
this species is far more diverse than initially hypothesized. Four different lineages
were recovered in most analyzes, each one related to its intrinsic distributional
pattern. Besides, this study shows that this species is expanding its distribution area
and for this reason a differentiation among populations is likely to occur, potentially
with formation of new species. Also results show that gene flow may be occurring not
only within the species, but also between other Tropidurus species. Nonetheless,

only a more robust phylogeny may elucidate the relationship between these species.
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ANEXOS

ANEXO I: Distribuicdo geografica de T. torquatus com destaque para as localidades
das amostras de tecidos utilizadas neste estudo (pontos brancos).

10°S

20°S

30°S

60°W 50°W 40°W

() Tecidos

@® Tropidurus torquatus
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ANEXO II: Distribuigdo geografica de quatro individuos de T. torquatus evidenciando
as diferencas no comprimento corporal entre um individuo interiorano e outros trés
litordneos (Imagem inferior extraida de Rodrigues, 1987).

1. MZUSP 10199 - Castilho, SP; 2. MZUSP 36486 - Jacarepagua, RJ;
3. MZUSP 56417 - 10 Km W Alcobaca, BA; 4. MZUSP 54482 - llha do Fundao, RJ.
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ANEXO IlI: Principais diferengas morfologicas entre as linhagens litordneas e
interioranas de Tropidurus torquatus.

Carater Populacoées litoraneas | Populacoes interioranas
comprimento maximo J ? J ?
do corpo
P 104mm 86mm 139mm 106mm
igmento negro presente
Pig ventral 9 ou ausente presente ausente
ausente
unhas longas e afiladas curtas, curvas e espessas
escamas supra- , .
P lisas e largas rugosas e estreitas
oculares
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ANEXO IV: Siglas utilizadas para as localidades e para os grupos externos.

LOCALIDADES SIGLAS
APM Manso - MT APMM_MT
Arataca - BA ARA BA
Augusto de Lima - MG AGL MG
Babagulandia - TO BAB_TO
Barra do Garcas - MT BDG_MT
Bertioga/Praia ltaguaré - SP BER_SP
Camacan - BA CAM BA
Canavieiras - BA CAN_BA
Contendas / Sincora - BA COS BA
Duas Bocas - ES DB ES
Floresta Nac. de Goytacazes - ES FNG_ES
Guaibim - BA GUAIB_BA
Guaramiranga - CE GUA_CE
llIha Grande/Lopes Mendes - RJ IGLP_RJ
Itabuna - BA ITAB BA
ltalinas - ES ITAU ES
Jacarepia - RJ JAC_RJ
Mariana - MG MAR_ MG
Maricé - RJ MRC_RJ
Morro do Chapéu - BA MDC_BA
Mucugé - BA MCG_BA
Mucuri - BA MUC_BA
Nova Rodelas - BA NVR _BA
Osasco - SP OSA _SP
Pacamiri, Rio Abacaxis - AM PAC AM
Palmas - TO PAL TO
Parana - TO PAR TO
Peixe - TO PEI TO
Peninsula de Marau/Barra Grande - BA PMBG_ BA
Petrolina - GO PET GO
Petrépolis - RJ PETR_RJ
Pindaiba - MT PIN_MT
Piracicaba - SP PIR_SP
Porto Seguro - BA PS_BA
Pg. Est. do Rio Doce/Marliéria - MG PERDM_MG
Pg. Nac. do Caparaé - ES PNC_ES
Pg. Nac. do Caparaé - MG PNC_MG
Pg. Nac. do Catimbau - PE PNCAT_PE
Prado - BA PRA_BA
Regéncia - ES REG_ES
Res. Bio. da Mata Escura/Jequitinhonha - MG RBMEJ_MG
Reserva da CVRD - ES RCVRD ES
Reserva Bioldgica de Sooretama - ES RBS_ES
Salvador - BA SAL BA
Santo Antdo / Santa Maria, RS SA RS
Santa Cruz de Cabralia - BA SCC BA
Sao Desidério - BA SDE_BA
Sa0 Domingos - GO SD_GO
Sao Gongalo/Marambaia - RJ SGM_RJ




Sao Joao da Barra/Grussai - RJ SJBG_RJ
Serra dos Alves - MG SDA_ MG
Trancoso - BA TRA_BA
UHE Corumbd - GO UHEC GO
UHE Corumba - MT UHEC MT
UHE Lajeado - TO UHEL TO
UHE Rosal - ES UHER_ES
Una - BA UNA BA
Vacaria - BA VAC BA
Viana - ES VIA_ES
Vicosa - MG VIC_MG
Vila Rica - MT VR_MT
Vitéria - ES VIT ES
GRUPO EXTERNO / SIGLAS

US - Uranoscodon superciliosus
ST - Strobilurus torquatus
TS - Tropidurus semitaeniatus

Tl - Tropidurus insulanus

TH - Tropidurus hispidus

TO - Tropidurus oreadicus

TC - Tropidurus cocorobensis
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ANEXO V: Arvore obtida por inferéncia Bayesiana, evidéncia total, com comprimento de ramos. O comprimento de ramos é
proporcional a quantidade de mudancgas evolutivas. A escala corresponde a 0,4 substituicbes por sitio.

ST_ARA_BA _MTR16375
ST_ARA BA_MTR16418
ST_ITAB_BA_946188B

ST_ITAB_BA_946189B

I ST_GUA_CE_00123

— TS_COS_BA _MTR22942

L TS_COS_BA_MTR22990

TI_VR_MT_LG1291
TI_VR_MT_LG1293
TH_GUAIB_BA_MTR12547
TH_SAL_BA_MTR12552
BAB_TO_MRT7662
BAB_TO_MRT7687
UHEL_TO_MRT06768
UHEL_TO_MRT06638
UHEL_TO_MRT06654
UHEL_TO_MRTO06715
UHEL_TO_MRT06716
UHEL_TO_MRT06722
UHEL_TO_MRT06769
UHEL_TO_MRT7037
AGL_MG_JC1359
APMM_MT LG1559
BDG_MT_946079
PIN_MT_LG1301
PIN_MT_LG1302
UHEL_TO_MRTO06782
CAM BA_MTR15896

PAL_TO_MRT6819
PAR_TO_MRT4109
PNC_MG_10784

TC_MCG_BA_MTR906086
TC_MDC_BA_MTR906039
TC_NVR_BA_MTR907076
TC_NVR_BA_MTR907077
TC_PNCAT_BA_MTR15364
TC_PNCAT_BA_MTR15397

CAM_BA_MTR13622
CAM_BA_MTR15927
CAM_BA_MTR15934
CAM_BA_MTR15960
CAM_BA MTR15961
CAM_BA MTR16253
[ UNA_BA_MTR12543
UNA_BA_MTR12544
CAM_BA_MTR13654
CAM_BA_MTR16086
RBMEJ_MG_MTR17382
RBMEJ_MG_MTR17383
RBMEJ_MG_MTR17384
|— PMBG_BA_MTR20214
PRA_BA_926155
PRA_BA_9261558
PRA_BA_926156A
PRA_BA_926156B
PRA_BA_926157A
PRA BA 926157B
PS_BA_MTR12530
PS_BA_MTR12531
PS_BA_MTR12532
PS_BA_MTR12538
- SCC_BA_MTR12537
TRA_BA_MTR13409
TRA_BA_MTR13433
TRA_BA_MTR13435
TRA_BA_MTR13446
TRA_BA_MTR13447
TRA_BA_MTR13464
TRA_BA_MTR13469
TRA_BA_MTR13448
TRA_BA_MTR13468
TRA_BA_MTR13647
L UNA BA MD1758
‘r RBMEJ_MG_MTR17126

RBMEJ_MG_MTR17338
RBMEJ_MG_MTR17257
RBMEJ_MG_MTR17401
{ RBMEJ_MG_MTR17206

RBMEJ_MG_MTR17233
RBMEJ_MG_MTR17285
OSA_SP_MTR21284
OSA_SP_MTR21623
PIR_SP_Cp14
PET_GO_MRT8206
UHEC_GO_MTR11435
UHEG_GO_MTR11436
UHEGC_GO_MTR11437
UHEC_GO_MTR11438

A| I UHEC_GO_MTR11439

UHEC_GO_MTR11440
UHEC_GO_MTR11442

UHEC_GO_MTR11444
UHEC_GO_MTR11443
UHEC_GO_MTR11441
UHEG_MT_MTR11434

PIR_SP_Cp20
SA_RS_MTR21253
SA_RS_MTR21254
SA_RS_MTR21255
SA_RS_MTR21256
SA_RS_MTR21257

PEL_TO_LG1671

UHEL_TO_MRT06637

SD_GO_MTR9997

BER_SP_3615

JAC_RJ_MTR21246
JAC_RJ_MTR21249
JAC_RJ_MTR21247
JAC_RJ_MTR21248

MRC_RJ_MTR21236
MRC_RJ_MTR21237
SGM_RJ_MTR21238
SGM_RJ_MTR21239
SGM_RJ_MTR21240
SGM_RJ_MTR21242

SGM_RJ_MTR21241

SGM_RJ_MTR21243
DB_ES_JFT121
DB_ES_JFT440
VIA_ES._LSH031
VIT_ES_MTR21388
VIT_ES_MTR21389
VIT_ES_MTR21391
VIT_ES_MTR21392
DB_ES_JFT623
RBS_ES_MTR21590
REG_ES _MTR12498
REG_ES_MTR12499
REG_ES_MTR12500

L vIT_ES_MTR21390
~ FNG_ES_MTR12021

MUG_BA_MTR12520
MUG_BA_MTR12521
MUG_BA_MTR12522
MUG_BA_MTR12523
RCVRD_ES_MTR12004

MAR_MG_JC758
PERDM_MG._MTR17506

PERDM_MG_MTR17522

PERDM_MG_MTR17570

SDA_MG_MTR21631

SDA_MG_MTR21775

SDA_MG_MTR21776

SDA_MG_MTR21813

SDA_MG_MTR21826

SDA_MG_MTR21851
VIC_MG_LG2146

RBS_ES_MTR21580
RCVRD_ES_MTR12487
RCVRD_ES _MTR12091

{‘ RBS_ES_MTR21565

RBS_ES MTR21544
4 S_ES | 5

RBS_ES_MTR21595

ITAU_ES_MTR12517
_L _Lo_|

OSA_SP_MTR20246

L PNC_ES_MTR11554
PNC_ES_MTR11600

L} SJBG_RJ_MTR21250
SJBG_RJ_MTR21251

{;NC_ES_MTmsm

PNC_ES_MTR15782
PNC_MG_10716
PNC_MG_MTR15431

- PETR_RJ_MTR22777

4 UHER_ES_MRT1249
UHER_ES_MRT1250

US_PAC_AM_MTR13078
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ANEXO VI: Script da estimativa da quantidade de haplotipos existentes nos sete
clados recuperados pelas reconstrugées filogenéticas.

Hap_1:2[TI_VR_MT_LG1291 TI_VR_MT_LG1293]

Hap_2: 4 [TO_SDE_BA MTR17902 TO_SDE_BA MTR17903 BAB_TO_MRT7662
BAB_TO_MRT7687]

Hap_3: 2 [TH_GUAIB_BA MTR12547 TH_SAL_BA MTR12552]

Hap_4:2 [TC_MCG_BA_MTR906085 TC_MDC_BA_MTR906038]

Hap_5: 2 [TC_MCG_BA_MTR906086 TC_MDC_BA_MTR906039]

Hap_6: 2 [TC_NVR_BA_MTR907076 TC_NVR_BA_MTR907077]

Hap_7: 2 [TC_PNCAT_BA _MTR15364 TC_PNCAT_BA_MTR15397]

Hap_8: 1 [TC_VAC_BA_916234]

Hap_9: 1 [TC_VAC_BA_916235]

Hap_10: 1 [AGL_MG_JC1359]

Hap_11: 1 [APMM_MT_LG1559]

Hap_12: 1 [BDG_MT_946079]

Hap_13: 5 [BER_SP_3615 JAC_RJ_MTR21246 JAC_RJ_MTR21247 JAC_RJ_MTR21248
JAC_RJ_MTR21249]

Hap_14: 22 [CAM_BA MTR13622 CAM_BA_MTR13654 CAM_BA_MTR15927
CAM_BA_MTR15934 CAM_BA_MTR15960 CAM_BA_MTR15961 CAM_BA_MTR16086
CAM_BA_MTR16253 PRA_BA_926156A PRA_BA 926156B PRA_BA 926157A PRA_BA 926157B
RBMEJ_MG_MTR17126 RBMEJ_MG_MTR17257 RBMEJ_MG_MTR17338
RBMEJ_MG_MTR17382 RBMEJ_MG_MTR17383 RBMEJ_MG_MTR17401 UNA_BA MD1758
UNA_BA MTR12543 UNA_BA_MTR12544 UNA_BA_MTR21386]

Hap_15: 1 [CAM_BA_MTR15896]

Hap_16: 1 [DB_ES_JFT121]

Hap_17: 1 [DB_ES_JFT440]

Hap_18: 5 [DB_ES_JFT623 RBS_ES_MTR21590 REG_ES_MTR12498 REG_ES_MTR12499
REG_ES_MTR12500]

Hap_19: 1 [FNG_ES_MTR12021]

Hap_20: 8 [IGLP_RJ_MTR21231 IGLP_RJ_MTR21232 IGLP_RJ_MTR21233 IGLP_RJ_MTR21234
JAC_RJ_MTR21244 JAC_RJ_MTR21245 SGM_RJ_MTR21240 SGM_RJ_MTR21242]

Hap_21: 1 [ITAU_ES_MTR12517]

Hap_22: 11 [MAR_MG_JC758 PERDM_MG_MTR17506 PERDM_MG_MTR17522
PERDM_MG_MTR17570 SDA MG_MTR21631 SDA MG_MTR21775 SDA_MG_MTR21776
SDA_MG_MTR21813 SDA_MG_MTR21826 SDA_MG_MTR21851 VIC_MG_LG2146]

Hap_23: 2 [MRC_RJ_MTR21235 MRC_RJ_MTR21236]

Hap_24: 1 [MRC_RJ_MTR21237]

Hap_25: 5 [MUC_BA _MTR12520 MUC_BA MTR12521 MUC_BA_ MTR12522 MUC_BA_ MTR12523
RCVRD_ES_MTR12004]

Hap_26: 1 [OSA_SP_MTR20246]

Hap_27: 1 [OSA_SP_MTR21284]

Hap_28: 1 [OSA_SP_MTR21623]

Hap_29: 1 [PAL_TO_MRT6819]

Hap_30: 1 [PAR_TO_MRT4109]

Hap_31: 2 [PEI_TO_LG1671 UHEL_TO_MRT06637]

Hap_32: 7 [PET_GO_MRT8206 UHEC_GO_MTR11435 UHEC_GO_MTR11437
UHEC_GO_MTR11438 UHEC_GO_MTR11439 UHEC_GO_MTR11441 UHEC_MT_MTR11434]
Hap_33: 9 [PETR_RJ_MTR22777 PNC_ES_MTR15764 PNC_ES_MTR15782 PNC_MG_10716
PNC_MG_10784 PNC_MG_MTR15431 UHER_ES_MRT1249 UHER_ES_MRT1250
UNA_BA MTR21387]

Hap_34: 2 [PIN_MT_LG1301 PIN_MT_LG1302]

Hap_35: 2 [PIR_SP_Cp12 PIR_SP_Cp21]

Hap_36: 1 [PIR_SP_Cp14]

Hap_37: 1 [PIR_SP_Cp20]

Hap_38: 1 [PIR_SP_Cp27]

Hap_39: 1 [PMBG_BA_MTR20214]

Hap_40: 2 [PNC_ES_MTR11554 PNC_ES_MTR11600]
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Hap 41:2 [PRA_BA_926155 PRA_BA_926155B]

Hap_42: 2 [PS_BA_MTR12530 PS_BA_ MTR12532]

Hap_43:1[PS_BA_MTR12531]

Hap_44: 1 [PS_BA_MTR12538]

Hap_45: 3 [RBMEJ_MG_MTR17206 RBMEJ_MG_MTR17233 RBMEJ_MG_MTR17285]

Hap_46: 1 [RBMEJ_MG_MTR17384]

Hap_47:2 [RBS_ES_MTR21544 RBS_ES_MTR21595]

Hap_48: 4 [RBS_ES_MTR21565 RBS_ES_MTR21580 RCVRD_ES_MTR12091
RCVRD_ES_MTR12487]

Hap 490 5 [SA RS MTR21253 SA RS MTR21254 SA RS MTR21255 SA RS MTR21256
SA_RS_MTR21257]

Hap_50: 1 [SCC_BA MTR12537]

Hap_51: 1 [SD_GO_MTR9997]

Hap_52: 2 [SGM_RJ_MTR21238 SGM_RJ_MTR21239]

Hap_53:2 [SGM_RJ_MTR21241 SGM_RJ_MTR21243]

Hap_54: 2 [SJBG_RJ_MTR21250 SUBG_RJ MTR21251]

Hap 55: 9 [TRA_BA_MTR13409 TRA BA MTR13433 TRA BA MTR13435 TRA BA MTR13446
TRA BA MTR13447 TRA BA MTR13464 TRA BA MTR13468 TRA BA_MTR13469
TRA_BA_MTR13647]

Hap_56: 1 [TRA_BA MTR13448]

Hap_57: 1 [UHEC_GO_MTR11436]

Hap_58: 3 [UHEC_GO_MTR11440 UHEC_GO_MTR11442 UHEC_GO_MTR11443]

Hap_59: 1 [UHEC_GO_MTR11444]

Hap_60: 7 [UHEL_TO_MRT06638 UHEL_TO_MRT06654 UHEL_TO_MRT06715
UHEL_TO_MRT06716 UHEL_TO_MRT06722 UHEL_TO_MRT06769 UHEL_TO_MRT7037]

Hap_61: 1 [UHEL_TO_MRT06768]

Hap_62: 1 [UHEL_TO_MRT06782]

Hap_63: 1 [VIA_ES_LSHO031]

Hap 64: 5 [VIT_ES_MTR21388 VIT_ES MTR21389 VIT_ES MTR21391 VIT_ES MTR21392
VIT _ES _MTR21393]

Hap_65: 1 [VIT_ES_MTR21390]
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