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RESUMO

Recoder, R. S. Diferenciagao molecular e variagao morfolégica em lagartos
da tribo Iphisini (Squamata, Gymnophthalmidae). 2016. 77p. Tese
(Doutorado) — Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

A delimitacdo de espécies é essencial para a caracterizacdo e conservagao da
biodiversidade. No entanto, representa um desafio para grupos onde ha pouca
variagdo em morfologia, como no caso dos lagartos Iphisini. Sdo conhecidas oito
espécies pertencentes a seis géneros na tribo, com base em analises
moleculares e de anatomia hemipeniana foram detectadas quatro espécies
candidatas para Iphisa. A tribo filogeneticamente aparentada Gymnophthalmini
apresenta maior riqueza de espécies e diversidade morfoldgica, principalmente
em espécies com adaptacdes para a vida fossorial. No entanto, ainda se
conhece pouco sobre os mecanismos historicos e ecolégicos que causam
distintos padroes de especiagao, apesar de historicamente o papel de
isolamento geografico ter sido enfatizado para a biota Neotropical. Em tempos
recentes, foram desenvolvidos métodos quantitativos para abordar questdes
evolutivas como probabilidades de especiacdo, variacbes em taxas de
diversificagao e reconstrugao de demografia historica de populagdes e migragao.
Implementei neste estudo uma combinacdo de métodos quantitativos com uso
de dados moleculares, morfolégicos e ambientais para testar as hipoteses que:
ha diversidade n&o reconhecida em Iphisini; as diferencas em riqueza e
disparidade morfolégica entre Iphisini e outras tribos de Gymnophthalminae se
deve a diferencas em tempo e modo de diversificagao, e que a diversificacdo em
Acratosaura ocorreu por isolamento geografico causado por flutuagdes
paleoclimaticas. Com base em analises moleculares, foram delimitadas quatro
espécies candidatas para Iphisini, aumentando em 33% a diversidade conhecida
para a tribo. Nao houve variagao entre as espécies candidatas de Acratosaura
em morfometria. A filogenia estimada para Gymnophthalminae apresentou alto
suporte para a relagao entre Iphisini e Heterodactylini, e demonstra um tempo de
diversificacdo e riqueza neste clado similar a Gymnophthalmini. As tribos
apresentaram padroes de diversificagdo semelhantes, mas taxas distintas. Os
padrées de evolugdo morfolégica foram congruentes com a diversificagdo em

Gymnophthalmini, porém distintas em Heterodactylini sensu lato, indicando que



disparidade independe de diversificagdo. As analises filogeograficas indicam que
as populagcdes de Acratosaura apresentaram estabilidade demografica e
espacial ao longo do tempo, com evidéncias de fluxo génico entre linhagens
diferenciadas. Desta forma, os resultados sugerem que Acratosaura diversificou
sem influéncia de variagdes historicas no clima, e provavelmente sem isolamento

reprodutivo completo.

Palavras-chave: Especiagdo, Filogeografia, Microteideos, Macroevolugéo,

Sistematica Molecular.

ABSTRACT

Recoder, R. S. Molecular differentiation and morphological variation in
lizards of the tribe Iphisini (Squamata, Gymnophthalmidae). 2016. 77p. Tese
(Doutorado) — Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

Species delimitation is essential for characterization and conservation of
biodiversity. Nevertheless, it represents a challenge for groups in which
morphological variation is subtle, such as the microteiid lizards of the tribe
Iphisini. Eight species from six genera are currently recognized in the tribe but
recently, based on molecular analysis and hemipenial anatomy, four candidate
species were inferred for Iphisa. The phylogenetically related tribe
Gymnophthalmini presents higher species richness and morphological diversity,
specially in forms with adaptations to fossoriality. Nevertheless, the historical and
ecological mechanisms involved in the distinct speciation patterns are poorly
known, although geographical isolation have been historically emphasized for
neotropical biota. In recent times, quantitative methods were developed to
address evolutionary questions such as speciation probabilities, variation in
diversification rates and reconstruction of historical demography of populations
and migration. In this study | used a combination of quantitative methods based
on molecular, morphological and environmental data for testing the hypothesis
that: there is unrecognized diversity within Iphisini; differences in species
richness and disparity among Iphisini and related tribes are congruent with
differences in time and mode of diversification; and that diversification in

Acratosaura occurred with geographical isolation caused by paleoclimatic



fluctuations. Based on the results of molecular analyses, four candidate species
were delimited for Iphisini, rising in 33% the tribe diversity. There was no
significant variation in morphometry between candidate species of Acratosaura.
The phylogeny of Gymnophthalminae presented high support for the relationship
between Iphisini and Heterodactylini, and showed diversification timming and
species richness comparable between this clade and Gymnophthalmini. The
tribes presented similar diversification patterns but distinct rates. The patterns of
morphological evolution were congruent with diversification patterns in
Gymnophthalmini but distinct in Heterodactylini sensu lato, indicating that
disparity is independent from diversification in the group. The phylogeographic
analyses indicate that populations of Acratosaura presented demographic and
spatial stability through time, with evidences of gene flow among lineages after
differentiation. Thus, the results suggest that diversification of Acratosaura was
not influenced by variations in historical climate, and probably occurred without

complete reproductive isolation.

Keywords: Phylogeography, Microteiids, Macroevolution, Molecular Systematics,

Speciation.
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1. INTRODUGAO

A regido Neotropical destaca-se mundialmente em termos de biodiversidade
(Mittermeier et al., 1997). E estimado que Brasil abrigue mais de 10% da
diversidade mundial, sendo considerado um pais megadiverso (Mittermeier et
al., 1997; Lewinsohn & Prado, 2005). Em relagcdo aos répteis, apresenta a
terceira maior riqueza de espécies (796 spp.) sendo superada apenas por
Australia e México (Uetz et al., 2016). No entanto, os desafios de se delimitar e
documentar a diversidade s&o enormes, € o conhecimento do numero de
espécies de répteis brasileiros é ainda limitado. Uma grande quantidade de
espécies é descrita por ano, sobretudo do grupo dos “escamados” (Squamata),
ou seja, lagartos, anfisbenas e serpentes. A espécie representa a unidade
comparativa basica em diversos campos das Ciéncias Bioldgicas, portanto
identificar e descrever espécies tem um papel fundamental para o estudo e
conservagao da biodiversidade (Agapow et al., 2004). Soma-se a urgéncia de se
reconhecer adequadamente as espécies em um cenario de perda de habitat
extensiva e crise de extingdes (Myers et al., 2000).

Os desafios sdo maiores em grupos em que ha pouca variagao fenotipica, o
que tem sido chamado de complexo de “espécies cripticas” (Bickford et al.,
2007). Este é o caso da tribo Iphisini, um clado de lagartos microteideos
(Gymnophthalmidae) cujos membros apresentam forma de corpo conservada
(Rodrigues et al., 2007). Sdo formalmente reconhecidas oito espécies na tribo:
Acratosaura mentalis (Amaral, 1932); Acratosaura spinosa Rodrigues,
Cassimiro, Freitas e Silva, 2009; Alexandresaurus camacan Rodrigues,
Pellegrino, Dixo, Verdade, Pavan e Sites, 2007; Colobosaura modesta
(Reinhardt e Lutken, 1862); Iphisa elegans Gray, 1851 (contendo a subespécie
Iphisa elegans soinii Dixon, 1974); Rondonops biscutatus Colli, Hoogmoed,
Cannatella, Cassimiro, Gomes, Ghellere, Nunes, Pellegrino, Salerno, Souza, e
Rodrigues, 2015; Rondonops xanthomystax Colli, Hoogmoed, Cannatella,
Cassimiro, Gomes, Ghellere, Nunes, Pellegrino, Salerno, Souza, e Rodrigues,
2015 e Stenolepis ridleyi Boulenger, 1887. Estas s&o espécies de pequeno porte
(até 70 mm de comprimento rostro-cloacal), com corpo alongado, membros
reduzidos e cauda longa com duas a trés vezes o comprimento do corpo

(Fig.1.1). As espécies possuem habitos semi-fossoriais sendo encontradas entre



folhas, galhos ou sob pedras no solo em diferentes tipos de habitas como
florestas umidas, cerrados, campos rupestres, caatingas arbéreas e matas
secas. A tribo esta amplamente distribuida na América do Sul cisandina
ocorrendo nas regides da Amazénia, Cerrado, Mata Atlantica e Caatinga
(Fig.1.2). As espécies de Iphisini apresentam também pouca variagdo em
caracteres meristicos e coloragao, e até recentemente eram considerados raros
em colegdes cientificas (Rodrigues et al., 2007), caracteristicas que favoreceram
com que a sistematica do grupo estivesse por longo tempo sem avangos. Porém,
nos ultimos dez anos, a descoberta e descricdo de novas espécies e
reavaliacbes das relagdes filogenéticas ampliaram o conhecimento sobre a
diversidade do grupo (Rodrigues et al., 2007; Rodrigues et al., 2009a,c; Colli et
al., 2015).

Nunes (2011), ao estudar a morfologia hemipeniana de espécies de
Gymnophthalmidae, observou uma variagao populacional destacada em Iphisa
elegans que, apesar de ser amplamente distribuida na bacia amazénica, possui
morfologia externa extremamente conservada. Foram descritos cinco morfétipos
distintos de hemipénis para Iphisa, que se mostraram congruentes com uma
estrutura molecular profunda, sugerindo a presenga de ao menos quatro
espécies candidatas no género (Nunes et al., 2012). Os resultados também
sustentam o status de espécie para Iphisa elegans soinii Dixon, 1974. Desta
forma, é possivel esperar que a diversidade em Iphisini seja subestimada e que
outros géneros possam apresentar espécies candidatas.

A tribo Iphisini, juntamente com Heterodactylini e Gymnophthalmini compde
a subfamilia Gymnophthalminae (Pellegrino et al., 2001; Goicoechea et al.,
2016). Heterodactylini (sensu Rodrigues et al. 2009c) representa um grupo
pouco diverso, com trés géneros e seis espécies, distribuido ao longo da Mata
Atlantica e contato com biomas abertos, com padrao de corpo similar aos
representantes de Iphisini e pouca variagdo em morfologia (& excegao de
Heterodactylus) (Rodrigues et al., 2009b). Analises moleculares recentes
suportam a relagdo entre Iphisini e Heterodactylini formando um clado
monofilético (Heterodactylini sensu Pellegrino et al., 2001) composto, portanto,
por 14 espécies descritas (Goicoechea et al., 2016). Gymnophthalmini é
representada por 26 espécies com grande diversidade de formas de corpo,

padrbes de coloracao, e caracterizada por apresentar exemplos de adaptacdes
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morfoldgicas extremas a vida fossorial, com perda de palpebras moéveis, redugao
ou perda de membros locomotores, fusdo de escamas cefalicas e auséncia de
ouvido externo (Rodrigues 1991, Rodrigues e Santos, 2008).

Os padrboes de evolucdo de corpos serpentiformes tém sido estudados
comparativamente em Gymnophthalminae sob um ponto de vista ecoldgico e
anatémico (Grizante et al., 2012; Roscito e Rodrigues, 2012; Camacho et al.,
2014). No entanto, pouco se conhece sobre padrdes histéricos de diversificagdo
no grupo, para se avaliar se a disparidade morfolégica entre as tribos pode ser
explicada por diferentes taxas de especiagdo (Harmon et al., 2003). Também se
conhece pouco sobre mecanismos envolvidos na diferenciagdo em nivel
populacional em Gymnophthalminae. Os estudos publicados utilizando uma
abordagem molecular intra-especifica tém demonstrado o papel de vicaridncia
(Siedchlag et al., 2010), da topografia (Santos et al., 2014) ou sugerido
mecanismos de isolamento pré-zigético (Nunes et al., 2012) para a diferenciagao
de espécies. Apesar de hipdteses de especiagdo terem sido formalmente
testadas (Santos et al., 2014), ainda faltam abordagens com base em modelos
de genética de populagdes para caracterizar o papel de fluxo génico na
diferenciagao das espécies de Gymnophthalminae.

OBJETIVOS

Neste estudo, implementei uma abordagem analitica quantitativa com base
em dados morfologicos, moleculares e ambientais com o objetivo de:

1. Testar a hipétese de que ha diversidade nio revelada em outros géneros da
tribo Iphisini, assim como demonstrado para Iphisa.

2. Testar a hipétese de que ndo ha relacdo entre taxa de diversificacao e
disparidade morfologica para as tribos de Gymnophthalminae.

3. Testar a hipotese de que as espécies de Acratosaura diferenciaram-se por

isolamento geografico, causado por flutuagdes paleoclimaticas.
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FIGURAS

Figura 1.1. Exemplos de espécies de Iphisini: A) Acratosaura mentalis; B)

Colobosaura modesta; C) Iphisa elegans; D) Rondonops xanthomystax.
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Figura 1.2. Distribuigdo dos seis géneros de Iphisini: Alexandresaurus (quadrados
azuis), Acratosaura (circulos vermelhos), Colobosaura (pentagonos azuis), Iphisa

(circulos verdes), Rondonops (tridangulos marrons) e Stenolepis (hexagonos roxos).
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2. DELIMITAGAO DE ESPECIES EM LAGARTOS DA TRIBO IPHISINI
(SQUAMATA, GYMNOPHTHALMIDAE) COM BASE EM
CARACTERES MOLECULARES E MORFOLOGICOS.

INTRODUGAO

A taxonomia experimentou enormes avangos metodolégicos em tempos
recentes, a partir do momento em que a obtengao de marcadores genéticos de
organismos ndo modelos se tornou uma pratica acessivel (Sites e Marshall,
2003). Nos ultimos anos, foi desenvolvida uma série de métodos quantitativos
para delimitagdo espécies com uso de dados moleculares (Wiens, 2007;
Carstens et al.,, 2013; Rannala, 2015), que abriram a possibilidade de se
trabalhar com multiplas linhas de evidéncias e, portanto, a implementacao de
abordagens integradas para a tomada de decisdes taxondmicas (Dayrat, 2005;
Padial et al., 2010). Os métodos moleculares se mostraram especialmente uteis
para avaliar grupos onde a variagdo em caracteres morfoldégicos é baixa,
dificultando a delimitacao visual de potenciais espécies (Fujita et al., 2012; Barley
etal., 2013).

A abordagem “multi-espécies coalescente” foi fundamental para aproximar
0 campo da sistematica molecular da genética de populag¢des, por acomodar a
discordancia entre genealogias estimadas para loci individuais com a arvore-de-
espécies resultante (Knowles e Carstens, 2007). Assim, sdo levados em
consideragcao presenga de fluxo-génico e/ou segregagdo incompleta de
linhagens, processos comuns em populagdes recém diferenciadas (Degnan e
Rosenberg, 2009). Desta forma, foram propostos métodos probabilisticos
coalescentes capazes de avaliar inUmeras hipéteses de delimitagao de espécies
com modelos estimados com parametros genéticos populacionais (Knowles e
Carstens, 2007; Yang e Rannala, 2010, Fujita et al., 2012). Novos métodos
empiricos e implementacdes continuam sendo propostos, mostrando que a
delimitagdo quantitativa de espécies € um campo de estudo em pleno
desenvolvimento (Fujita et al., 2012; Fujisawa e Barraclough, 2013; Edwards &
Knowles, 2014; Grummer et al., 2014; Yang e Ranalla, 2014). No entanto, apesar

de analises moleculares terem se tornado ferramentas essenciais para a
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taxonomia em tempos recentes (Fujita et al. 2012), ha um consenso na
necessidade de haver complementagao por outros tipos de dados, sobretudo
fenotipicos, para a exploracdo mais abrangente dos fatores envolvidos com
especiacao e portanto, uma delimitagdo mais robusta de espécies (Bauer et al.,
2011; Solis-Lemus et al., 2015; Zamudio et al., 2016).

Um grupo que apresenta desafios para a delimitagdo de espécies é
Gymnophthalmidae, uma familia diversa (c.a., 240 spp.) cujos membros s&o
informalmente conhecidos como lagartos microteideos, com distribuicdo
Neotropical, e caracterizados pela presenga de morfétipos variaveis (Pellegrino
et al., 2001; Wiens et al., 2006). Alguns clados , como € o caso da tribo Iphisini,
apresentam morfologia externa conservada, o que tem dificultado a sistematica
do grupo (Rodrigues et al., 2007, 2009). No entanto, analises moleculares e
estudos de anatomia interna, demostraram que ha diversidade subestimada na
tribo (Nunes et al., 2012).

Como diferencgas intra-genéricas em morfologia externa séo sutis (Rodrigues
et al., 2007; Nunes et al., 2012), neste capitulo, foram utilizados diferentes
métodos quantitativos para delimitacdo de espécies com uso de dados
moleculares e morfolégicos, com o objetivo de testar a presenga de espécies
nao reconhecidas em Iphisini. A abordagem se baseou em quatro etapas: o
levantamento de uma hipétese inicial de espécies candidatas com método
aplicado a uma genealogia mitocondrial, a visualizagdo de discordancia entre
filogenias mitocondrial e nuclear com teste de hibridagdo, e validagao das
espécies candidatas com métodos baseados em coalescéncia e morfometria.
Com base nos resultados, sao discutidas as implicagdes para a diversidade e

taxonomia do grupo.

MATERIAL E METODOS
Amostragem molecular e sequenciamento
Para as andlises moleculares foram utilizadas amostras de tecido das
espécies-alvo preservadas em etanol 95%, retiradas de figado ou musculo. Foi
extraido o DNA de um total de 35 amostras de Acratosaura mentalis de 24
localidades, trés de A. spinosa (incluindo a série tipo), 12 de Alexandresaurus

camacan de sete localidades, 51 de Colobosaura modesta de 43 localidades, 30
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de Iphisa elegans (incluindo as duas subespécies /. e. elegans e I. e. soinii) de
28 localidades, 11 de Stenolepis ridleyi de seis localidades, duas de Rondonops
biscutatus e cinco de Rondonops xanthomystax. Desta forma, foi possivel obter
representatividade para todas as espécies atualmente reconhecidas na tribo
Iphisini, e cobrir boa parte da distribuigdo conhecida de cada género. Como
grupos-externos, foram utilizadas amostras de espécies representantes das
tribos Heterodactylini (Caparaonia itaiquara Rodrigues et al., 2009c;
Colobodactylus dalcyanus Vanzolini e Ramos, 1977; Heterodactylus imbricatus
Spix, 1825), Gymnophthalmini (Micrablepharus maximiliani Reinhardt & Lutken,
1862; Psilophthalmus paeminosus Rodrigues, 1991b) e Cercosaurini
(Cercosaura ocellata Wagler, 1830). Amostras foram obtidas em coletas de
campo ou cedidas das colec¢bes de tecidos do Departamento de Zoologia da
Universidade de S&o Paulo, Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo,
Colecéo Herpetoldgica da Universidade Federal do Mato Grosso (Apéndice 1).

As aliquotas de tecido previamente preservadas em etanol foram maceradas
em 300 pL de solugéo de lise celular. Em seguida foram adicionados 3 uL de
enzima proteinase K (20mg/uL), e incubadas em estufa por cerca de dez horas
a 55°C. A extragdo de DNA celular foi feita com base em Acetato de Amdnia,
seguindo protocolo basico descrito em Fetzner (1999). Apds a extragao, o DNA
foi ressuspendido em 100 pL de solugado tampao (TLE), a concentragdo de DNA
estimada por espectrofotometro da marca NANODROP®, e diluido para se obter
amostras com 20 ng/uL de DNA.

Foram selecionados, com base na literatura, primers para sete marcadores
moleculares (Tabela 2.1): gene mitocondrial 16S RNA Ribossomal (16S), gene
mitocondrial NADH Desidrogenase Subunidade 4 (ND4), os exons nucleares
Fator Promotor de Maturagdo de Odcitos (C-mos), Gene Ativador de
Recombinacéo 1 (Rag-1), Gene Receptor de Prolactina (PRLR), Cadeia Pesada
3 da Dineina Axonemal (DNAH3) e Neurotrofina-3 (NTF3).

A amplificacdo dos fragmentos selecionados foi feita em solugdo com
volume final de 15 uL contendo 5,95 pL de H,0 milli-Q, 1,5 puL de buffer de reagao
10x, 0,15 pL de Taq Polimerase (0,01 u/pL), 0,9 pL do cofator da reagao MgCl,
(1,5 mM), 1,5 uL total de solugao de bases nitrogenadas dNTPs (0,2 mM cada),
1,5 uL de cada primer especifico forward (F) e reverse (R) descritos na Tabela

2.1, e 2 uL de solugéo diluida de DNA. As condigdes de reagdo em termociclador
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seguiram um ciclo basico de PCR com desnaturagéo inicial a 94°C por 3 min,
seguido de 35 ciclos com desnaturagdo a 94°C por 30 seg, anelamento entre 51-
53°C (Tabela 2.1) por 30 seg, e extensdo a 72°C por 40 seg, seguido de um ciclo
final a 72°C por 7 min, e terminando a reagéo a 4°C. Algumas variagdes no ciclo
basico foram eventualmente realizadas, sendo valido de mencédo o aumento do
periodo de extensdo no caso de fragmentos mais longos (> 600 pb).

Os produtos de PCR foram purificados com Exonuclease | (EXO) e Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP) e visualizados em gel de agarose a 2% para
quantificacdo. O sequenciamento de ambas as fitas (F e R) dos fragmentos
obtidos foram realizados através de ABI Bic DYE V3.1 (ABI, Foster City, USA) e
resolvidos em um sequenciador automatico do Instituto de Ciéncias Biomédicas
(ICB-USP) ou do Instituto de Quimica (IQ-USP) da Universidade de Sao Paulo.
As sequéncias foram editadas e alinhadas com o programa GENEIOUS 6.1
(Kearse et al., 2012).

Tabela 2.1. Marcadores moleculares selecionados. Sdo apresentadas informagdes sobre o
tipo de marcador, os primers utilizados, a temperatura de anelamento e as respectivas
referéncias.

Gene Tipo Primers T°C Referéncia
ND4 - NADH  mtDNA ND4F:CACCTATGACTACCAAAAGCTCATGTAGAAG 52 Arévalo et
desidrogenase (codificante) ND4R (LEU): CATTACTTTTACTTGGATTTGCACCA al., 1994
subunidade 4

16S - RNA mtDNA 16SF: 5' CTGTTTACCAAAAACATMRCCTYTAGC 3' 51 Pellegrino
ribossomal (ribossomal) 16SR: 5' TAGATAGAAACCGACCTGGATT 3' et al., 2001
16S

CMOS - Fator nuDNA G73: GCGGTAAAGCAGGTGAAGAAA 53 Saintetal,
promotor de (Exon) G74: TGAGCATCCAAAGTCTCCAATC 1998
maturagéo de

odcitos

RAG1 - Gene nuDNA RAG1_F1a: CAGCTGYAGCCARTACCATAAAAT 51 Wiens et al.,
ativador de (Exon) RAG1_R2: CTTTCTAGCAAAATTTCCATTCAT 2008
recombinagao

1

PRLR - Gene nuDNA PRLR_F1: GACARYGARGACCAGCAACTRATGCC 51 Townsend
receptor de (Exon) PRLR_R3: GACYTTGTGRACTTCYACRTAATCCAT et al., 2008
prolactina

DNAH3 - nuDNA DNAH3_F1: GGTAAAATGATAGAAGAYTACTG 53 Townsend
Cadeia (Exon) DNAH3_R6: CTKGAGTTRGAHACAATKATGCCAT et al., 2008
pesada 3 da

dineina

axonemal

NTF3 - nuDNA NTF3_F1: ATGTCCATCTTGTTTTATGTGATATTT 53 Townsend
Neurotrofina 3 (Exon) NTF3_R1: ACRAGTTTRTTGTTYTCTGAAGTC et al., 2008

Alinhamentos preliminares foram feitos com CLUSTALW 2.1 (Larkin et al.,

2007), com parametros padroées. Os genes codificadores de proteina foram
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traduzidos em aminoacidos para servir como guia para os alinhamentos, e as
sequencias de DNA originais utilizadas nas analises. O programa GBLOCKS 0.91b
(Castresana, 2000) foi utilizado para eliminar sitios mal alinhados ou cuja
homologia é ambigua, permitindo posicoes com até 50% de sequencias com
gaps e parametro rigoroso de selegado de blocos, resultando na exclusédo de 41
pb (trés blocos) do marcador mitocondrial 16S e 13pb de ND4. As heterozigoses
dos marcadores nucleares foram resolvidas com PHASE 2.1 (Stephens et al.,
2001) para cada alinhamento individual, implementado em DNASP 5.1 (Librado
& Rozas, 2009) utilizando 1.000 iteragdes, um intervalo de amostragem
(“thinning”) unitario e burn-in de 100 itera¢des. Foi utilizado um limite de
probabilidade posterior de 0,9 nas chamadas de bases para determinar a
reconstrugdo mais provavel de haplétipos para cada individuo (Tabela 2.2). A
presenca de recombinacao foi testada pelo método de “diferenga na soma de
quadrados” (Dss statistics, McGuire e Wright, 2000) em TOPALI 2.5 (Milne et al.,
2009). Como nédo houve suporte para presenga de recombinagdo nos loci

selecionados, o conjunto de dados completo foi retido para as analises.

Tabela 2.2. Comprimento do alinhamento (pb), amostragem de individuos (N), indices de
diversidade genética, e melhor modelo de evolugdo nucleotidica estimado para cada locus
utilizado. Os indices foram calculados apenas utilizando individuos de Iphisini e se referem a
numero de sitios polimorficos (P), numero de haplétipos Unicos (h), diversidade haplotipica (Hd),
diversidade nucleotidica (1) e numero médio de diferengas nucleotidicas entre pares de
sequencias (k).

locus pb N P h Hd m k modelo
16S 492 130 98 76 0,986 0,042 19,25 GTR+I+G
ND4 739 130 352 114 0,997 0,154 104,10 GTR+I+G*
Cmos 396 51 26 23 0,906 0,011 4,50 HKY+|
DNAH3 714 47 74 34 0,953 0,022 15,71 HKY+G
NTF3 600 55 32 21 0,916 0,016 9,69 HKY+G
PRLR 542 52 76 35 0,956 0,029 14,81 HKY+G
Rag-1 986 40 67 29 0,916 0,013 13,31 HKY+G

Inferéncias filogenéticas
Um alinhamento concatenado dos marcadores mitocondriais 16S e ND4
(total de 1230 pb) foi gerado com SEQUENCEMATRIX 1.7 (Vaidya et al., 2011) e
uma arvore filogenética bayesiana ultramétrica inferida com o programa BEAST
1.8 (Drummond et al.,, 2012). Foi selecionado um individuo por localidade

amostrada e sequencias idénticas foram removidas, com o objetivo de evitar
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ramos com comprimento zero, resultando num conjunto de dados final composto
por 115 terminais incluindo grupos externos. O melhor modelo de substituicao
nucleotidica para cada locus, selecionado em PARTITIONFINDER (Lanfear et al.,
2012) utilizando o critério de Akaike (Burnham & Anderson, 2002), foi GTR+I+G
para 16S e a terceira posi¢cao do cédon do gene ND4, HKY+I+G para a primeira
posicao e TIM+I+G para a segunda posi¢cao de cédon de ND4, respectivamente.
A presenca de um relégio molecular global foi rejeitada em um teste de razdes
de verossimilhanga (likelihood ratio test). Foi utilizado entdo um modelo de
reldgio molecular relaxado (uncorrelated lognormal relaxed clock, UCLN) com
taxa de mutacao fixada em 0,01 e um modelo de especiacido de taxa constante
(Yule process). A analise foi corrida por 2,0 * 107 geracdes, com amostragens
feitas a cada 1.000 geracdes. A convergéncia dos parametros, estacionaridade
e tamanhos de amostra efetivo altos (ESS > 200) foram inspecionados em
TRACER 1.6 (Rambaut et al., 2014). Uma arvore consenso foi gerada pelo critério
de maximum clade credibility (MCC) apés o descarte de quatro mil arvores (20%)
pelo burn-in, com TREEANNOTATOR 1.8 (Drummond et al., 2012).

Foi estimada uma filogenia bayesiana a partir do alinhamento dos cinco
marcadores nucleares concatenados (3236 pb) para 62 exemplares incluindo as
espécies candidatas inferidas (ver adiante), com o programa MRBAYES 3.2
(Ronquist et al., 2012). Em caso de sequencias com heterozigoses, um dos
alelos estimados por PHASE foi arbitrariamente escolhido para ser incorporado
na matriz. Foram utilizadas trés particoes com modelos de substituicado de
nucleotideos determinados por JMODELTEST 2.1.6 (Tabela 2.2). A analise foi
comparada com a genealogia de mMtDNA, para se observar possiveis
discrepancias entre as topologias geradas com os dois tipos de marcadores. As
analises foram corridas por 2 * 10" geracdes, amostradas a cada 1.000 geragdes.

Delimitagao de espécies

Para o levantamento de uma hipétese inicial (determinacdo de espécies
candidatas), utilizei o método baseado em arvore General Mixed Yule
Coalescent (GMYC; Pons et al., 2006). Este € um método que utiliza a topologia
de arvores inferidas de um locus (em geral mtDNA) para modelar o ponto de
transicédo entre cladogénese e coalescéncia de alelos, sob a premissa de que o
primeiro ocorre com frequéncia muito menor que o segundo (Pons et al., 2006).

Desta forma, busca-se detectar pontos ao longo da genealogia onde eventos ao
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nivel de espécie (e.g., especiacado ou extingdo) dao espago a eventos ao nivel
de populacédo por meio dos padrées de ramificagdo da arvore (Carstens et al.,
2013). A extenséao bayesiana do modelo (BGMYC), que permite a incorporagéo
de incertezas filogenéticas na analise, foi aplicada com o pacote “‘6GMYC” (Reid
e Carstens, 2012) em R (R Development Core Team, 2016) com uso de uma
sub-amostra aleatoria de 100 arvores resultantes da andlise bayesiana
mitocondrial em BEAST. Para cada arvore, o algoritmo MCMC foi corrido por
50.000 geragbes, descartando as 40.000 primeiras pelo burn-in, e com
amostragem a cada 100 geracgoes.
Teste coalescente de especiagao

A probabilidade de especiacao entre as espécies candidatas inferidas por
BGMYC foi avaliada com o programa BAYESIAN PHYLOGENY AND
PHYLOGEOGRAPHY (BP&P) que utiliza uma abordagem multi-espécies
coalescente (Yang e Rannala, 2010). Este modelo implementa o algoritmo
rMCMC (reversible jump Markov Chain Monte Carlo) que calcula as
probabilidades posteriores de modelos com diferentes niumeros de espécies. De
maneira simplificada, BP&P colapsa os nds presentes na arvore-guia, fornecida
como input, de modo a testar modelos cujo numero de espécies vai de 1 até o
numero maximo de terminais da arvore-guia. Essa analise tem como principais
premissas que os terminais da arvore-guia (previamente delimitados) s&o grupos
de individuos em panmixia e que nao ha fluxo génico entre os terminais. A
analise foi implementada em BPP 3.3 (Yang e Ranalla, 2014), com base nos
alinhamentos de cada locus e os parametros tamanho populacional ancestral 6
e tempo de divergéncia basal 1y (Leaché e Fujita, 2010; Yang e Rannala, 2010).
BP&P estima o numero de terminais (espécies) e a relagao entre eles (arvore-
de-espécies) ao mesmo tempo. Para a analise, foram utilizados os alinhamentos
de cada gene nuclear, com um minimo de trés individuos por espécie candidata.
Os parametros (priors) para a analise foram determinados seguindo o protocolo
de Leaché e Fujita (2010) porém, atentando as recomendagdes de Rannala
(2015) de nao se utilizar parametros muito discrepantes (acima de uma ordem
de magnitude) para comparar os possiveis cenarios. Foi designada uma
distribuicdo gamma para os priors e valores que simulam trés cenarios:
populagdes ancestrais relativamente grandes 6 ~ G(1, 100) e tempo de

divergéncia basal longo 170 ~ G(1, 100), um segundo cenéario que assume
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populagdes ancestrais relativamente pequenas 6 ~ G(2, 2000) e tempo de
divergéncia basal recente 1o ~ G(2, 2000), e um cenario conservativo com 6 ~
G(1, 100) e 1o ~ G(2, 2000). O algoritmo rjMCMC foi corrido por 100.000
geragdes, sendo 10.000 descartadas pelo burn-in inicial. Cada modelo de
delimitagdo foi indicado com probabilidade igual nos parametros. Diferentes
corridas das analises e 0 uso dos dois algoritmos implementados no método
geraram resultados consistentes.
Segregacao de linhagens e hibridagao

Para distinguir se eventuais discordancias entre as filogenias mitocondrial e
nuclear sdo devidas a segregacao incompleta de linhagens ou hibridacao, foi
utilizado o método de Joly et al. (2009), implementado em JML 1.0 (Joly, 2012).
Este tem como objetivo testar se a distadncia minima observada entre um par de
sequéncias € menor que a esperada para um cenario onde nao ha hibridizacao
(Joly et al., 2009). Para tal, sdo simulados conjuntos de dados usando um
modelo coalescente e as probabilidades posteriores de arvores-de-espécies
geradas por *BEAST (Heled e Drummond, 2010), contendo informagdes sobre
tamanhos populacionais e tempos de divergéncia dos ramos. Sdo geradas
inumeras genealogias, e com base nestas, estimada uma distribuicdo de
probabilidades posteriores de distancias-minimas entre os pares de espécies.
No caso de a distancia observada ser menor que 95% das distancias minimas
simuladas, é possivel rejeitar a hipotese de que apenas segregacgao incompleta
de linhagens possa ter causado o padrao de divergéncia, sugerindo a presenga
de hibridagao (Joly, 2012).

Para a analise, foram gerados dois conjuntos de dados: um alinhamento com
as espécies candidatas de Acratosaura e Stenolepis, e outro contendo
Colobosaura, Iphisa, e Rondonops, a fim de minimizar os pares de comparacdes
nas simulag¢des. Foram utilizados o gene mitocondrial ND4 e os genes nucleares
PRLR, RAG-1 e DNAH3, por serem os mais variaveis (Tabela 2.2). Apenas foram
incluidos individuos sem dados faltantes para os loci e as espécies candidatas
representadas por mais de dois individuos nos alinhamentos finais. As arvores-
de-espécies foram inferidas pelo método *BEAST implementado em BEAST 1.8,
utilizando o modelo de especiacao de Yule, um relégio molecular estrito com taxa
fixada de mutagcdo em 0,01 para ND4 e estimada nos /loci restantes. Cada anadlise

foi corrida por 4 * 107 geracdes, amostradas a cada 4.000 geracées, resultando
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em 10.000 arvores. Cada output de *BEAST foi utilizado para a analise JML,
junto com os alinhamentos originais. As simulagbes foram feitas com base em
100 arvores amostradas apos a retirada de 5.000 por burnin, utilizando a taxa
média do reldégio molecular estimado em *BEAST como a taxa de mutagéo, o
parametro de hereditariedade de 2.0 (diploide), e o modelo de substituicdo
HKY+G.

Diferenciagdo morfolégica

Para as analises morfolégicas foram examinados exemplares depositados
nas colegdes herpetolégicas do Museu de Zoologia da Universidade de Sao
Paulo (MZUSP), Museu Nacional do Rio de Janeiro (MNRJ), Museu da
Universidade Federal de Alagoas (MUFAL), e Universidade Regional do Cariri
(URCA).

Nove medidas morfométricas lineares foram tomadas com auxilio de
paquimetro digital (precisdo de 0.1 mm): comprimento rostro-cloacal (CRC);
comprimento do tronco entre membros (CEM); largura da cabecga (LCA);
comprimento da cabega (CCA); comprimento do fémur (FEM); comprimento da
tibia (TIB); comprimento do pé, do calcanhar até a ponta do dedo mais longo
(CPE); comprimento do umero (UME); e comprimento do brago, do cotovelo a
ponta do dedo mais longo (BRA). Foram feitas oito contagens de escamas:
numero de escamas dorsais (DOR), ventrais (VEN), escamas ao redor do corpo
(CIN), gulares (GUL), lamelas subdigitais do quarto dedo (L4D), lamelas
subdigitais do quarto artelho (L4A), fileiras de escamas transversais ao redor da
base da cauda na terceira fileira apés cloaca (ETC) e poros femorais em machos
(POR). Obtive dados morfoldgicos de 226 exemplares, incluindo uma cobertura
geografica representativa para os seis géneros de Iphisini atualmente
reconhecidos. As medi¢des foram transformadas no logqo antes das analises, e
individuos aberrantes (outliers) retirado apos inspecao em graficos boxplot.
Sexos foram analisados separadamente. A presenca de diferenciacao
morfolégica entre as espécies candidatas delimitadas pelos métodos
moleculares foi testada com duas abordagens. Primeiramente, a distribuicao da
variagdo morfologica na tribo foi explorada por andlises de componentes
principais (PCA), uma analise multivariada que procura os eixos que explicam a
maior parte da variagéo no conjunto de dados, sendo util para a visualizagao da

distribuicdo dos individuos num espago morfolégico multidimensional (Manly,
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2004). Foram utilizados todos os individuos de Iphisini medidos. Em seguida, as
significAncias das diferengas em morfometria entre as espécies candidatas
foram testadas para cada género separadamente com analises de variancia
multivariadas (MANOVA) e a presencga de variagao significante em contagens de
escamas entre espécies candidatas foi testada com o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, para cada género separadamente. As analises estatisticas foram

realizadas em R (R Core Team 2016) utilizando 0,05 de significancia.

RESULTADOS
Genealogia mitocondrial e espécies candidatas

A genealogia mitocondrial inferida apresentou alto suporte para os seis
géneros de Iphisini, e a monofilia das espécies atualmente reconhecidas para a
tribo, exceto Acratosaura mentalis (parafilética em relagao a A. spinosa) e Iphisa
elegans elegans, polifilética em relagéo a /. e. soinii (Fig. 2.1). A analise BGMYC
indicou trinta e cinco agrupamentos com p > 0,90 de representarem espécies
(Fig. 2.2). Porém, um numero elevado de espécies candidatas pode ser estimado
quando a taxa de acumulagdo de espécies (diversificagdo) varia entre as
diferentes linhagens, ou quando a representatividade da diversidade de cada
linhagem é heterogénea (Fujisawa e Barraclough, 2013), especialmente se ha
linhagens com poucos (n < 3) individuos amostrados (Reid e Carstens, 2012).
Desta forma, adotei um critério menos estrito, no qual dezesseis espécies
candidatas s&o inferidas com p > 0,50 (Fig. 2.2), resultando em um modelo
metodologicamente tratdvel e biologicamente mais realista. Nesta hipotese,
eventos de especiacado teriam ocorrido nos géneros Acratosaura, Iphisa e
Rondonops, com duas espécies candidatas para Rondonops (correspondendo
as espécies ja reconhecidas R. biscutatus e R. xanthomystax), quatro espécies
para Acratosaura (duas candidatas além de A. mentalis e A. spinosa) e sete
espécies candidatas para Iphisa (Fig. 2.1).

Apesar de nao haver espécies candidatas inferidas para Colobosaura com
base neste critério, a estruturacdo em dois clados separados por ramos
relativamente longos, motiva que as duas linhagens (“oeste” e “leste”; Fig. 2.1)
sejam utilizadas, de forma exploratéria, nas analises subsequentes de validagao.

Nao foram identificadas espécies candidatas para os géneros Stenolepis e
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Alexandresaurus. O numero de espécies candidatas identificadas para Iphisa é
elevado, porém concordante com resultados anteriores que indicam a existéncia
de ao menos cinco linhagens contidas no que se conhece atualmente por Iphisa
elegans (Nunes et al., 2012). Uma das linhagens identificada como espécie
candidata por BGMYC (i.e., Iphisa sp. 3) ainda nao foi explorada sob o ponto de
vista anatdémico. Porém, como o género se encontra em revisao taxonémica (P.
Nunes com. pessoal), o grupo nao sera abordado de forma mais profunda nas
analises subsequentes.
Discordancia entre filogenia mtDNA e nuDNA

As espécies candidatas estimadas a partir da genealogia mitocondrial
foram recuperadas como monofiléticas na filogenia multilocus nuclear, exceto
Acratosaura sp. 2, que se mostrou parafilética em relacdo a A. sp. 1 (Fig. 2.3).
Em Colobosaura, algumas populagdes associadas com a linhagem “leste” na
filogenia mitocondrial, aparecem relacionadas com a linhagem “oeste” na
filogenia nuclear. A discordancia entre genealogias é evidenciada também pelos
baixos suportes estimados para as relagdes internas entre espécies candidatas
de Acratosaura e Colobosaura. Apesar de ndo serem observadas discrepancias
entre as linhagens de Iphisa, os valores de suporte s&o baixos para a arvore de
genes nucleares, e algumas linhagens sao representadas por poucos individuos.

Teste coalescente de especiagao

A anadlise BP&P estimou alta probabilidade de especiagao (p = 1,0) para
as quatro espécies candidatas de Acratosaura utilizando as trés combinacgdes de
priors. O modelo estimou uma relagao entre as espécies candidatas com A. sp.
1 e A. sp. 2 como espécies-irmas, estas irmas de A. spinosa, e as trés como
irmas de A. mentalis. Diversas corridas dos modelos produziram resultados
consistentes. Com a distribuicdo aleatéria de individuos entre as linhagens, o
modelo de delimitacdo de apenas uma espécie passou a ter probabilidade
proxima a 1,0, assegurando que o algoritmo rfMCMC estd misturando
adequadamente (Yang & Rannala, 2010).

No caso de Colobosaura, os individuos foram agrupados conforme as trés
linhagens observadas na filogenia de nuDNA (Fig. 2.3). A analise estimou como
mais provavel o modelo com trés espécies, porém com baixas probabilidades
posteriores (p < 0,8) e estimou uma probabilidade de especiacédo p < 0,9 para

cenarios com populagédo ancestral grande. No cenario com populagéo ancestral
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pequeno e tempo de divergéncia basal recente, a probabilidade do modelo de
trés espécies foi maior (p ~ 0,9) porém a maior probabilidade de especiagao
estimada foi de p = 0,95 em diversas corridas do algoritmo. Assim, o suporte
para a hipotese de mais de uma espécie em Colobosaura é fracamente
sustentada pelas analises de BP&P. Com a distribuicao aleatéria de individuos
entre as linhagens, o modelo de delimitagdo de apenas uma espécie passou a
ter probabilidade préxima a 1,0.
Teste de hibridagao

A analise JML inferiu para o primeiro conjunto de dados, distancias entre
linhagens simuladas menores que a observada em menos de 60% das
simulagdes para todas as comparacgoes, exceto Acratosaura sp. 1 x Acratosaura
sp. 2 (98,6%). O modelo de cladogénese sem hibridacdo pbéde ser rejeitado
apenas para este par de espécies (p = 0,44).

Para o segundo conjunto de dados, as probabilidades de distancias entre
linhagens menores que as observadas representaram menos de 5% para todas
as comparagdes, portanto, ndo foi possivel rejeitar a hipotese de que apenas
segregacao incompleta de linhagens (cladogénese sem hibridagédo) possa ser
responsavel pela discrepancia observada entre as genealogias com diferentes
tipos de marcadores (e.g., Colobosaura). No entanto, por falta de amostragem
nao foi possivel explorar a possibilidade de hibridagao entre linhagens de Iphisa.

Diferenciacdo morfométrica

Os dois primeiros componentes principais estimados pela analise de PCA
com dados morfométricos de Iphisini, tanto para machos quanto fémeas, foram
responsaveis por mais de 96% da variagao (Tabela 2.3.). Para ambos 0s sexos,
o primeiro componente (> 90%) teve correlagdo alta e positiva com todos
caracteres, portanto representou um eixo de tamanho. O segundo componente
explicou uma fragéo da variacéao (3,7-6,1%), e demonstrou um contraste, ou seja,
sinais opostos entre coeficientes representados por medidas de comprimento do
corpo (SVL e CEM) e dimensdes dos membros (FEM, TIB, CPE, UME e BRA)
(Tabela 2.3). No espago morfolégico delimitado pelos dois primeiros
componentes principais € possivel observar uma separagdo em grupos
morfologicos, porém pouca diferenciagao intragenérica (Fig. 2.4.). Nao houve
diferenciacdo significante em morfometria entre as espécies candidatas de
Acratosaura tanto para machos (MANOVA, Wilks’ A = 0,07; F@eet) = 1,77; p =
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0,054) quanto para fémeas (MANOVA, Wilks" A = 0,23; Fg 28 = 1,78; p = 0,08).
Houve diferenciagao significante em morfometria entre as duas linhagens de
Colobosaura, tanto para machos (MANOVA, Wilks’ A = 0,64; Fg49) = 3,10; p <
0,01) quanto para fémeas (MANOVA, Wilks’ A = 0,46; Fg27) = 3,54; p < 0,01).
Nao houve diferenciagdo em contagens de escamas entre espécies candidatas
de Acratosaura (Kruskal-Wallis, p > 0,05), porém houve diferengas significantes
em Colobosaura em DOR, VEN e L4D (Kruskal-Wallis, p < 0,05).

Tabela 2.3. Resultados da analise de Componentes Principais (PCA) sobre nove medidas
morfométrica logo transformadas de dezesseis espécies candidatas pertencentes a seis géneros
de Iphisini.

Machos N= 132 Fémeas N =95

PC1 PC2 PC1 PC2
CRC 0,974 -0,190 0,946 0,314
CEM 0,941 -0,252 0,882 0,465
LCA 0,953 -0,196 0,965 -0,009
CCA 0,970 -0,176 0,965 0,059
FEM 0,981 0,010 0,984 -0,036
TIB 0,985 0,098 0,985 -0,119
CPE 0,941 0,300 0,963 -0,225
UME 0,955 0,145 0,961 -0,158
BRA 0,944 0,280 0,944 -0,292
Autovalores 0,067 0,003 0,074 0,005
% da variancia 92,42 3,97 91,02 6,13

DiscussAo

Os resultados das analises de delimitacdo de espécies implementadas neste
capitulo suportam a hipotese de que ha diversidade ainda nido reconhecida em
Iphisini. No caso de Acratosaura, a evidéncia molecular é robusta tanto com
métodos baseados em arvores filogenéticas, quanto com modelos coalescentes.
No entanto, é notavel o fato de a diversidade se revelar heterogeneamente
distribuida na tribo. Os resultados obtidos em trabalhos anteriores com Iphisa,
onde foram inferidas cinco espécies (quatro candidatas), com estrutura genética
e diferenciagcdo em anatomia dos hemipénis (Nunes, 2011; Nunes et al., 2012)
naturalmente levaram a expectativa de que uma estrutura semelhante fosse
revelada em Colobosaura, pela proximidade filogenética e também ampla

distribuicdo geografica.
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Apesar de a tribo Iphisini ser composta em sua maioria por espécies
habitantes estritas de ambientes florestados, o género Colobosaura ocupa
diferentes habitats do mosaico que caracteriza as paisagens das formacgdes
abertas sul-americanas, com ocorréncia pontual no semi-arido nordestino (Freire
et al.,, 2012). A baixa estrutura genética observada, porém, sugere que a
diversificacao € recente, e possivelmente a espécie apresentou uma expansao
geografica intensa em curto espago de tempo, favorecida pela rede complexa de
matas de galerias e outras formacgdes florestais ao longo do Cerrado e Caatinga.

Acratosaura, no entanto, experimentou uma diferenciacdo genética
significante, com linhagens ocupando diferentes espacos ambientais: uma
linhagem associada a relevos baixos da Caatinga (A. mentalis) e, outras trés
(incluindo A. spinosa), associadas a regides montanhosas elevadas e planaltos
adjacentes a cadeia do Espinhago. A estrutura genética profunda observada
nestas ultimas linhagens, e as evidéncias de possiveis eventos de hibridagao,
revelaram um padrao complexo de diversificacdo. Para este caso, o modelo
classico de especiagao por isolamento geografico parece tao plausivel quanto
um de especiagao com fluxo génico. Portanto, a diversificagdo do grupo pode
ser melhor avaliada por uma abordagem analitica em nivel populacional, objetivo
do capitulo 4.

Também surpreende a baixa estrutura genética revelada para
Alexandresaurus e Stenolepis, que por hora, suporta o status de monotipico de
ambos. Alexandresaurus ocorre na regiao costeira do sul da Bahia, o “Corredor
Central da Mata Atlantica”, reconhecida por ser uma area caracterizada por
estabilidade climatica histérica e complexidade geoldgica, que teria favorecido o
acumulo de diversidade genética em diversos grupos (Carnaval e Moritz, 2008;
Carnaval et al., 2009). Leposoma € um exemplo de lagarto microteideo que
diversificou intensamente na regido (Rodrigues et al., 2002; Pellegrino et al.,
2011; Rodrigues et al., 2013) e contrasta com o que é observado em
Alexandresaurus.

A distribuicao de Stenolepis pode ser considerada relictual por compreender,
em sua maioria, fragmentos de florestas em regides acidentadas do Nordeste
brasileiro, circundadas por planicies cobertas por vegetagado xérica (Rodrigues,
2003). Estes fragmentos teriam sido isolados por consequéncias da aridificagéo

experimentada pela regido ao longo do periodo Quaternario, que teria reduzido
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a presencga de florestas na Caatinga (Oliveira et al., 1999). Desta forma, é
possivel supor que apenas isolamento geografico ndo foi suficiente para
favorecer a diferenciagcdo das populagdes, ao menos nesta escala de tempo.
Porém, outros grupos de lagartos microteideos apresentam endemismos para
estes relictos florestais (Rodrigues e Borges-Nojosa 1997; Borges-Nojosa et al.,
2016). Assim, uma analise comparativa € necessaria para clarificar se ha
associacdo histérica entre os eventos de isolamento provocados pela
aridificagcado do clima e a diversificagédo dos microteideos na regiao.

Os resultados das andlises de morfometria confirmam também o carater
conservativo da morfologia das espécies de Iphisini. Mesmo com profunda
estrutura genética, Acratosaura e Iphisa mostram pouca dispersdo no espago
multivariado das medi¢gdes morfométricas. De fato, a exce¢cdo de Rondonops,
boa parte da diferenciacdo morfométrica em Iphisini se manifesta em nivel
intergenérico. Mesmo em contagens de escamas, as diferencas em nivel
intragenérico sao sutis e as espécies sao reconhecidas principalmente com base
em caracteristicas qualitativas de escamacéo e padrao de coloragédo (Rodrigues
et al., 2009a; Colli et al., 2015) ou anatomia interna (Nunes et al., 2012).

Desta forma, os resultados da abordagem molecular aplicada neste capitulo
exemplificam como os métodos quantitativos para delimitacdo de espécies
podem auxiliar a taxonomia de grupos onde ha pouca variagao morfolégica. No
entanto, é valido destacar que, apesar de haver uma variedade de métodos
disponiveis para delimitagdo, que permitirem um acesso rapido e objetivo de
espécies potenciais, virtualmente todos apresentam pressupostos que devem
ser levados em consideracao na interpretacdo dos resultados e na tomada de
uma decisdo taxonémica (Carsten et al., 2013; Rannala, 2015).

O método bGMYC por exemplo, por aplicar modelos sobre o padrao de
ramificacdo das arvores para inferir um numero de linhagens (Fujisawa e
Barraclough, 2013), é sensivel a amostragem de terminais e tende a
superestimar o numero de espécies em filogenias com topologias heterogéneas
(Bergsten et al., 2012; Talavera et al., 2013). Como é empregado, em geral, para
um Jocus unico, também é sensivel a segregacao incompleta de linhagens, e
requer métodos de validacao (Carstens et al., 2013).

BP&P é um dos métodos moleculares de delimitagdo mais utilizados, e

aplica uma abordagem probabilistica coalescente para testar diferentes
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hipéteses de especiacao e, por concomitantemente inferir a arvore-de-espécies,
lida bem com segregacgéo incompleta de linhagens (Yang e Ranalla, 2014). O
modelo empregado é do tipo “multi-espécies coalescente”, usa como critério
basico a inferéncia de isolamento genético entre linhagens e define como
espécie qualquer populagdo suportada como distinta em uma arvore-de-
espécies (Yang e Ranalla, 2010). Assim, o método assume explicitamente um
limiar de restricdo ao fluxo-génico como critério para delimitagdo de espécies
que tende a detectar eventos ainda incipientes de especiacao (Rannala, 2015).

Em geral, os métodos moleculares para delimitacdo apresentam uma
grande quantidade de simplificagcbes em seus modelos, uma vez que o conjunto
de parametros relevantes para o processo de diferenciacdo de espécies é
extremamente grande e complexo, o que faz com que diferentes tipos de
métodos comumente produzam resultados incongruentes (Carstens et al., 2013;
Kuchta et al., 2016). Por este motivo, muitos pesquisadores tém adotado em
seus trabalhos a abordagem de se comparar varias metodologias para testar se
os arranjos taxondmicos resultantes séo congruentes entre diferentes algoritmos
(Carstens et al., 2013; Miralles e Vences, 2013). No entanto, a comparagao entre
delimitagcbées de diferentes metodologias que empregam os mesmos modelos,
algoritmos e conjuntos de evidéncias, tem sido criticada, por néo
necessariamente garantir a qualidade dos resultados, e ndo substituir a escolha
justificada de um modelo com interpretagao critica de seus resultados (Ranalla,
2015). Dada a complexa dinamica espacial e temporal do surgimento de
espécies, tém-se sugerido como a forma mais eficiente de delimitar espécies, a
avaliagao qualitativa conjunta de distintas linhas de evidéncias (Dayrat, 2005;
Padial et al., 2010).

Os resultados moleculares deste trabalho indicam duas espécies candidatas
para Acratosaura, além das duas espécies atualmente descritas (Rodrigues et
al., 2009a) e duas espécies candidatas para Iphisa, além das cinco reconhecidas
em um trabalho anterior (Nunes et al.,, 2012), das quais apenas uma esta
formalmente descrita, com duas subespécies (Dixon, 1974). Acratosaura
apresenta baixa variagdo em caracteres morfolégicos quantitativos, no entanto,
quando comparada a A. mentalis e A. spinosa, as duas espécies candidatas sédo
diferenciadas pelo espago eco-geografico ocupado (i.e., regides planalticas x

depressao nordestina)e por caracteres morfolégicos qualitativos (Rodrigues et
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al., 2009). A profunda diferenciagdo molecular sugere a independéncia evolutiva
destas quatro linhagens.

No entanto, a delimitacdo de duas espécies novas em Acratosaura, apesar
de sustentadas pelos métodos moleculares, € complicada ndao s6 pelo
conservadorismo morfolégico, quanto pela estrutura espacial complexa com
evidéncias de hibridagdo. O método coalescente (BP&P), apesar de ser
considerado sensivel a migragao (Leaché et al., 2014), foi capaz de reconhecer
as duas linhagens como independentes. Talvez se deva ao fato de que boa parte
da incongruéncia entre genealogias ocorre em populagbes de uma faixa de
contato entre a distribuicdo norte (baiana) e sul (mineira) do grupo ao longo da
cadeia do Espinhacgo, que pode constituir uma zona hibrida estreita. Por outro
lado, as duas linhagens parecem ter acumulado diferengas genéticas
significativas mesmo na presenca de fluxo génico. Sabe-se que isolamento
reprodutivo n&do € necessariamente um mecanismo limitante para a
diversificagdo em algumas linhagens de Gymnophthalmidae e seu grupo-irméao
Teiidae, e de fato ha exemplos de diferenciacdo com fluxo génico (Rosenblum,
2006; Oliveira et al., 2015) e de linhagens assexuais originadas por hibridagéo
(Cole et al., 1988; Yonenaga-Yassuda et al., 1995; Kizirian e Cole, 1999;
Pellegrino et al., 2011). No entanto, ainda é necessaria uma abordagem
populacional mais profunda e suporte de outras linhas de evidéncia (ecoldgicos,
morfolégicos qualitativos) para atestar pela diferenciagao destas duas linhagens.

No caso de Iphisa, a consideragao de sete linhagens é ainda preliminar, uma
vez que a delimitagao é derivada apenas do método genealégico (bGMYC) e a
amostragem populacional € heterogénea. Como estdo em andamento para o
género uma abordagem populacional mais profunda (Fouquet, dados né&o
publicados) e uma revisdo morfolégica (Nunes, com. pess.), as analises deste
capitulo visam principalmente delimitar as outras espécies da tribo, e ter uma
estimativa geral e comparativa da diversidade em Iphisa.

A baixa diversidade revelada nos outros géneros, a primeira vista, sugere
que ha uma variagao grande na taxa de diversificagdo entre clados. No entanto,
a grande discrepancia na estruturacéo entre as linhagens pode também ser
consequéncia de uma representacdo irregular das populagbes, seja por
extingdes, ou por falha de amostragem da diversidade real em campo. Tendo em

conta que uma parte significativa das espécies de Iphisini apenas foram
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descobertas e formalmente descritas nos ultimos vinte anos (Rodrigues et al.,
2007, 2009a; Colli et al., 2015) a hipotese de que espécies potenciais néo
estejam representadas nestas andlises tem alta probabilidade. No entanto, é
apresentado aqui uma primeira estimativa quantitativa da diversidade de Iphisini,
e do seu padrao de distribuicdo, que pode servir de base para analises

comparativas posteriores.
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Figura 2.1. Filogenia mitocondrial ultramétrica de Iphisini (16S+ND4, 1230pb)
destacando as espécies candidatas delimitadas pela analise BGMYC. Probabilidades

posteriores inferiores a 0,95 estao indicadas por asteriscos.
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Figura 2.2. Arvore ultramétrica mitocondrial de Iphisini (16S+ND4, 1230pb) estimada
com BEAST (a esquerda) e a matriz de cores com as probabilidades de linhagens

representarem espécies candidatas estimadas pela analise BGMYC (a direita).
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de Iphisini inferidas com MRBAYES, onde probabilidades posteriores inferiores a 0,95
estdo indicadas por asteriscos. Cores correspondem as espécies candidatas
delimitadas anteriormente. Estdo destacadas em letras coloridas os géneros

Acratosaura (A) e Colobosaura (C).
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CAPITULO 3. PADROES FILOGENETICOS DE DIVERSIFICAGAO E
DISPARIDADE MORFOLOGICA EM LAGARTOS DA SUBFAMILIA
GYMNOPHTHALMINAE.

INTRODUCAO

Um objetivo central em macroevolugdo € revelar os padroes de
diversificagao, ou seja, o balango entre os eventos de especiacéo e extingdes
em linhagens ao longo do tempo (Futuyma, 2009). O campo de estudo é
tradicionalmente associado a paleontologia, e guiado por evidéncias obtidas do
registro féssil (Simpson, 1944; Rensch, 1959). No entanto, abordagens
macroevolutivas tém ganhado expressdo em campos “neontologicos” de
pesquisa em decorréncia do desenvolvimento de métodos analiticos
comparativos baseados em filogenias moleculares temporalmente calibradas,
que permitem inferir padrdes historicos de diversificagcdo de grupos recentes
(Purvis, 1996; Ricklefs, 2007; Morlon, 2014). Estas abordagens tém ajudado a
explorar questdes histéricas profundas como os efeitos de diferentes modos de
diversificagao sobre a riqueza e disparidade fenotipica de linhagens (Harmon et
al., 2003; Ricklefs, 2010; Pyron & Burbrick, 2013; Rabosky, 2014) e como
diferentes linhagens tendem a responder diferencialmente as mudancgas
climaticas (Kozak e Wiens, 2010).

Os répteis escamados representam um grupo modelo para estudos de
especiacao, adaptacdo e evolugao fenotipica (Camargo et al., 2010; Losos,
2011; Pyron & Burbrick, 2012). Um padrdo emergente notavel no grupo é a
evolucdo recorrente e independente de formas de corpo serpentiformes em
diversos clados de lagartos (Wiens et al., 2006; Brandley et al., 2008). Este é o
caso de Gymnophthalminae, uma subfamilia de lagartos microteideos composta
por trés tribos, mas no qual um padrao de corpo serpentiforme, com extremo
alongamento e reducéo e/ou perda total de membros, se desenvolveu apenas
na tribo Gymnophthalmini (Pellegrino et al., 2001; Rodrigues e Santos, 2008).
Um alongamento de corpo com redugao relativa de membros também ocorreu
no género Heterodactylus (Heterodactylini) onde, a semelhanga das espécies

serpentiformes, sdo observadas fusdes de escamas cefalicas e perda de ouvido
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externo (Rodrigues et al.,, 2009b). Porém, a “sindrome” do padrdo de corpo
serpentiforme ndo € observada em nenhuma espécie da tribo Iphisini.

O contexto ecolégico do desenvolvimento de corpos serpentiformes tem sido
estudado em microteideos (Grizante et al.,, 2012; Camacho et al., 2014).
Demonstrou-se, por exemplo, uma associagao entre alongamento do corpo com
reducéo de membros e climas aridos (Grizante et al., 2012; Recoder et al., 2013).
Foi sugerida também a evolugédo de forma serpentiforme como uma adaptagao
a habitats nos quais condicdes de temperaturas extremas aliadas a oportunidade
ecoldgica oferecida por solos arenosos, favorecem a presenca de espécies com
atividade fossorial (Camacho et al., 2014). No entanto, o tempo e taxa de
evolucao fenotipica nao foram explorados de forma que se possa avaliar como
a histdria, por meio de padrdes individuais de especiacdo, se relaciona com a
disparidade morfoloégica observada no grupo (Harmon et al., 2003).

Desta forma, este capitulo tem como objetivos: testar se a taxa de
diversificagao (acumulo de espécies) é constante ou variavel ao longo da histéria
de Gymnophthalminae; testar se ha relagédo entre taxa de diversificagdo e taxa
de evolugdo morfolégica em Gymnophthalminae; e testar se taxas de
diversificacdo e disparidade morfolégica diferem entre as tribos

Gymnophthalmini, Heterodactylini e Iphisini.

MATERIAL E METODOS
Filogenia de Gymnophthalminae

Uma arvore filogenética temporalmente calibrada foi inferida com o
programa BEAST 1.8 (Drummond et al., 2012) utilizando uma matriz concatenada
composta por quatro genes mitocondriais (12S, 16S, Cyt-b, ND4) e seis genes
nucleares (cmos, NTF3, DNAH3, PRLR, RAG1 e PNN). Estes marcadores séo
os mesmos utilizados no capitulo 2 com exceg¢ao dos genes mitocondriais 12S
(RNA ribossomal 12S) e Cyt-b (citrocomo b), e o exon nuclear PNN (pinina), que
foram amplificados com pares de primers e condicdes apresentados na tabela
3.1. Os métodos para extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento

seguiram os passos descritos no capitulo 2.
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Tabela 3.1. Marcadores moleculares selecionados para complementarem a amostragem de
loci das analises deste capitulo. Sdo apresentadas informagdes sobre o tipo de gene, os primers
utilizados, a temperatura de anelamento e as respectivas referéncias.

Gene Tipo Primers T°C Referéncia
Cyt-b - mtDNA LGL765: 5 GAAAAACCAYCGTTGTWATTCAACT 3' 51 Meyer,
Citocromo B (codificante) CB5L: 5 GCCAACGGCGCATCCTTCTTCTT 3' 1993
CB1: 5 CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA 3 (LGL765),
CB3: 5' GGCAAATAGGARRTATCATTC 3' Bickham et
al., 1995
(CB53),
Palumbi,
1996 (CB1
e CB3)
12S - RNA mtDNA 12Sa: 5' CTGGGATTAGATACCCCACTA 3' 56 Harris et al,,
ribossomal (ribossomal) 12Sb: 5' TGAGGAGGGTGACGGGCGGT 3 1998
12S
PNN - Pinin, nuDNA PNN_F1: 5 TTTGCAGARCARATAAAYAAAATGGA 3' 53 Townsend
proteina (Exon) PNN_R1: 5' AACGCCTTTTGTCTTTCCTGTCTGATT et al., 2008
associada a 3
desmossomo

As sequéncias foram editadas e alinhadas preliminarmente com o
programa GENEIOUS 6.1 (Kearse et al., 2012). Os alinhamentos finais foram feitos
com CLUSTALW 2.1 (Larkin et al., 2007), com parametros padrées. Os genes
codificadores de proteina foram traduzidos em aminoacidos para servir como
guia para os alinhamentos, e as sequencias de DNA originais utilizadas nas
analises. O programa GBLOCKS 0.91b (Castresana, 2000) foi utilizado para
eliminar sitios mal alinhados. As heterozigoses dos marcadores nucleares foram
resolvidas com PHASE 2.1 (Stephens et al., 2001) para cada alinhamento
individual, implementado em DNASP 5.1 (Librado & Rozas, 2009) conforme
descrito no capitulo 2.

Os alinhamentos individuais foram concatenados com SEQUENCEMATRIX 1.7
resultando em uma matriz final com 6213 pb (61% completa), representada por
42 espécies de Gymnophthalminae e cinco grupos externos (Apéndice 2).
Apenas quatro espécies reconhecidas na subfamilia foram faltantes:
Gymnophthalmus lineatus, G. cryptus, Tretioscincus bifasciatus e Heterodactylus
septentrionalis, portanto, 91% da diversidade atualmente conhecida do grupo
(incluindo as espécies candidatas delimitadas no capitulo 2) esta representada
nas analises.

Os modelos de evolugao nucleotidica foram estimados para cada locus

independentemente com o programa JMODELTEST 2.1 (Darriba et al., 2012) e o

37



melhor modelo foi selecionado com o critério de Akaike (AIC) (Burnham e
Anderson, 2002). A matriz final foi importada e os parédmetros da analise
definidos com o programa BEAUTI 1.8 (Drummond et al., 2012). Foram definidas
particdbes para cada locus e atribuidos os respectivos melhores modelos de
evolugdo: GTR+I+G para 12S, 16S, Cyt-b e ND4; GTR+G para DNAH3, NTF3 e
Rag-1; HKY+I+G para c-mos, HKY+G para PRLR e GTR+| para PNN. Foram
selecionados como parametros um modelo de reldégio molecular relaxado,
uncorrelated relaxed lognormal clock (UCLN) com taxa fixada em 0,01 em ND4
e Cyt-b e estimada para outros /loci, e um modelo de diversificagdo constante
Birth-Death (BD). Como nado existem fdésseis conhecidos para a familia
Gymnophthalmidae que sirvam de pontos de calibragdo para estimar tempos
absolutos de divergéncia na filogenia, a taxa utilizada de 1% € arbitraria.
Portanto, os resultados de tempo de diversificagdo sdo considerados como
relativos. A analise foi corrida por 10° geracdes e amostrada a cada 10.000
geragdes. A convergéncia de cadeias, estacionaridade e tamanhos de amostra
efetivos altos (ESS > 200) foram inspecionadas em TRACER 1.6 (Rambaut et al.,
2014).
Taxas de diversificagao

Os padrées de diversificagdo para Gymnophthalminae foram observados
com graficos de linhagem por tempo (LTT: lineages-through-time plots) usando
o pacote GEISER (Harmon et al., 2003) em R (R Development Core Team, 2016).
Com base na filogenia estimada, foram testados cinco modelos de
diversificagao: dois modelos de taxa constante de diversificagao (pure-birth e
birth-death) e trés modelos de taxas-variaveis de diversificagdo (diversity-
dependent logistic model, diversity-dependent exponential model e Yule-2-rate
bi-variable model) com LASER (Rabosky, 2006a) em R.

O modelo pure-birth (PB) ou “especiagédo pura”, prediz que os eventos de
especiagao sdo constantes ao longo da histéria de uma linhagem, sem que haja
uma taxa de extingao significante (Yule, 1924). O modelo birth-death (BD) ou
“especiacao-extingao” considera também uma taxa de diversificagao constante,
porém com especiagdo X > 0 e extingdo X > 0 (Morlon, 2014). O modelo
dependente-de-densidade logistico (diversity-dependent logistic model, DDL)
modela mudancgas (quedas) na taxa de especiagao de acordo com um modelo

logistico de crescimento populacional, dependente do numero de linhagens em
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um dado tempo (Blankers et al., 2013). No modelo dependente-de-densidade
exponencial (diversity-dependent exponential model, DDX) a taxa de especiagéo
depende, além do modelo de crescimento € numero de linhagens em um
determinado tempo, da magnitude de mudanga na taxa inicial (Blankers et al.,
2013). No modelo multi-taxas Yule-2-rate (Y2R) é considerada uma taxa inicial
constante, uma taxa final constante, porém um ponto abrupto de mudanca na
taxa, por otimizagao (Rabosky, 2006b).

Para a selegdo do melhor modelo de diversificagao foi utilizado o critério de
Akaike (AIC) com base nas diferencas entre os scores entre os diferentes
modelos (AAIC) (Burnham & Anderson, 2002). Porém, conforme sugerido por
Rabosky (2006b), o melhor modelo constante foi comparado diretamente com o
melhor modelo variavel, ao invés de se inferir conjuntamente qual o melhor entre
todos os modelos utilizados.

As possiveis mudancas em taxas de diversificagdo foram estimadas com a
funcdo MEeDuUsA (Alfaro et al., 2009) do pacote GEISER em R. Este método
implementa um modelo constante na arvore e calcula sequencialmente modelos
mais complexos adicionando mudancgas de taxas em diferentes nds das arvores
a cada passo. O melhor modelo para numero de mudancas é selecionado
quando o incremento do AIC é <4 (Alfaro et al., 2009).

Morfometria e disparidade

Cinco medidas morfométricas lineares foram tomadas com uso de
paquimetro digital (resolugdo 0,1 mm), conforme descrito no capitulo 2:
comprimento rostro-cloacal (CRC), comprimento do tronco entre membros
(CEM), largura da cabecga (LCA), comprimento da cabega (CCA) e comprimento
da cauda nao-regenerada (CAU). Devido a redugcédo de membros apresentada
em algumas das espécies, com a perda total dos membros anteriores em
Calyptommatus, foi utilizada apenas uma medida para representar tamanho de
membros: o comprimento total do membro posterior estendido, medido da raiz
da coxa até a ponta do artelho mais longo (CMP). As medidas foram obtidas de
370 exemplares preservados, representando 40 das 42 espécies de
Gymnophthalminae incluidas na filogenia (média de 9,5 exemplares/espécies).
As medicdes foram transformadas no logiy e a média calculada para cada

espécie. Devido a alta correlagéao r > 0,9 entre algumas das variaveis, e baixa

39



proporcao de caudas completas, foram mantidas para as analises apenas: CRC,
CEM, CCA e CMP.

O comprimento rostro-cloacal foi utilizado como medida de tamanho de
corpo nas andlises. Uma analise filogenética de componentes principais
(phyPCA; Revell, 2009) foi realizada utilizando uma matriz de covariancia das
quatro variaveis morfométricas restantes. O primeiro componente principal
(84,9% da variagao) teve correlagao alta com CRC (r > 0,9) e todos as variaveis
tiveram scores positivos e significantes (Tabela 3.2), representando também,
tamanho. O segundo componente principal (13,8% da variagéo) teve correlagao
alta e positiva com CEM e correlagéo alta e negativa com CMP (Tabela 3.2)

sendo usado, portanto, como uma medida de forma nas analises.

Tabela 3.2. Resultados de uma Anaélise Filogenética de Componentes Principais (phyPCA)
sobre a matriz de covaridncia das medias de trés variaveis morfométricas para 40 espécies de
Gymnophthalminae.

PC1 PC2 PC3
CEM -0,8724 0,4777 0,1040
CCA -0,9729 0,1382 -0,1854
CMP -0,9230 -0,3819 0,0474
Autovalores 0,0530 0,0086 0,0008
Variagéo (%) 84,94 13,76 1,30

Os padrdes de disparidade morfoldgica entre os clados em tamanho (CRC)

e forma (PC2) foram visualmente explorados com graficos de disparidade por
tempo (disparity-through-time plots) produzidos com o pacote GEISER (Harmon
et al., 2003) em R.

Mudangas em taxas de diversificagao e evolugao morfolégica

A presenga de mudangas em taxas de evolugdo morfolégica ao longo do
tempo foram exploradas com BAMM (Bayesian Analysis of Macroevolutionary
Mixtures; Rabosky, 2014), um método bayesiano que modela transi¢des entre
diferentes regimes macroevolutivos ao longo de uma arvore, buscando por
verossimilhanga a melhor configuragdo de ocorréncia de mudangas em taxas
(Rabosky, 2014).

RESULTADOS

A filogenia estimada por anélise bayesiana apresenta suporte alto (p > 0,95)

para a maioria dos nés (Fig. 3.1). As excegdes sao a posi¢cao de Micrablepharus,
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e a posicdo e relagbes internas em Gymnophthalmus. As tribos
Gymnophthalmini, Iphisini e Heterodactylini foram bem suportadas, e Iphisini foi
recuperado como irmao de Heterodactylini, corroborando resultados em
Goicoechea et al., (2016), com divergéncia similar a divergéncia basal em
Gymnophthalmini (Fig. 3.1), desta forma, Heterodactylini foi considerado nas
analises comparativas como o clado que contém Iphisini e Heterodactylini senso
estrito. O grafico de linhagem por tempo (LTT) demonstra que o padrao de
diversificagdo de Gymnophthalmini e Heterodactylini sdo semelhantes, e
aproximadamente lineares (Fig. 3.2). No entanto, o melhor modelo selecionado
para o padrao de diversificagdo em Gymnophthalminae (Tabela 3.3) foi de taxa
variavel: “Yule-2-rate” (Y2R). Quando testado para cada sub-clado
separadamente, os melhores modelos selecionados foram também de taxa
variavel: “diversity-dependent logistic model’ (DDL) para Gymnophthalmini e
“Yule-2-rate” (Y2R) para Heterodactylini (Tabela 3.3). Porém, para
Heterodactylini ndo é possivel dizer que o modelo Y2R é melhor que DDX pois
o AAIC =2.90 (Rabosky, 2006b). A fungdo MEDUSA estimou como melhor modelo
uma mudanca na taxa de diversificacdo no n6 basal para ambas as tribos. Desta
forma, nao foram detectadas mudangas em taxas dentro de cada tribo, exceto

entre os dois principais clados de Gymnophthalmini.

Tabela 3.3. Comparacdes entre cinco modelos de diversificagéo testados com base na arvore
calibrada de Gymnophthalminae (Fig. 3.1) baseado no critério de Akaike (AlCc). Séao
apresentados o numero de espécies por grupo (S), a estatistica gamma (y), e os valores de AIC
para os modelos de diversificagao testados: “especiagao-pura” (PB), “especiagao-extingdo” (BD),
modelo logistico diversidade-dependente (DDL), modelo exponencial diversidade-dependente
(DDX) e o modelo Yule-2-rate bivariado (Y2R). Em negrito sdo destacados os valores
significativos da estatistica gamma (p > 0,05) e modelos de diversificagdo com alto suporte (AAIC
> 4),

modelos
S v PB BD DDL DDX Y2R
Gymnophthalminae 42 0,011 125,599 127,533 127,538 127,320 120,780
tribos
Gymnophthalmini 23 -2,154 73,844 75,844 69,203 70,669 72,188
Heterodactylini 19 -1,675 62,836 64,836 60,303 63,301 59,931

No grafico com resultados da PCA é possivel observar uma separagao de

espécies por tamanho no eixo X e de forma no eixo Y (Fig. 3.3). O eixo Y, que
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corresponde ao segundo componente principal, representa um contraste entre
alongamento do tronco e tamanho dos membros posteriores (Tabela 3.2),
separando mais notavelmente, as espécies com padrdo de corpo lacertiforme
das espécies com padrao serpentiforme (Fig. 3.3). Os padrdes de disparidade
morfolégica mostram variagdes entre os dois clados. Em Heterodactylini, ndo
diferiram das simulagbes por movimento browniano (BM) exceto para tamanho
do corpo (Fig. 3.4). No entanto, a grande disparidade final em tamanho pode
representar os efeitos de uma amostragem incompleta de linhagens de
Heterodactylus (Harmon et al., 2003). Para Gymnophthalmini, os padrées de
disparidade morfolégica diferiram das simulagdes por BM (Fig. 3.4). Os valores
abaixo da curva indicam que a disparidade em forma do corpo e tamanho
ocorreram cedo na histéria de Gymnophthalmini, e diferengas tendem a serem
encontradas entre linhagens (i.e., géneros) mais frequentemente que dentro das
linhagens (Harmon et al., 2003).

A analise BAMM selecionou como melhores modelos: duas mudangas
nas taxas de evolugdo em forma (f = 0,78), e uma mudanca na taxa de evolugao
de tamanho do corpo (f = 0,4) sobre a filogenia de Gymnophthalminae (Tabela
3.4). Uma mudanca significante na taxa de evolugéo da forma foi detectada para
Gymnophthalmini, com maior probabilidade de ter ocorrido no n6é ancestral ao
grupo de espécies “serpentiformes” (i.e., Calyptommatus, Nothobachia e
Scriptosaura), e probabilidade moderada em Heterodactylini, no né basal a
Heterodactylus (Fig. 3.5). Uma mudanga na taxa de evolugdo de tamanho do

corpo foi estimada apenas para Heterodactylus imbricatus (Fig. 3.5).

Tabela 3.4. Distribuigdes marginais do nimero de possiveis mudangas de taxa presentes nos
dados de Gymnophthalminae. As frequéncias para cada dado (i.e., taxa de evolugao de tamanho
do corpo (CRC) e forma do corpo (PC2)) séo proporcionais a probabilidade posterior de cada

modelo. O melhor modelo estd destacado em negrito.

Probabilidades posteriores

# mudancas Taxa em tamanho (CRC) Taxa em forma (PC2)
0 0,000 0,004
1 0,780 0,400
2 0,180 0,380
3 0,037 0,160
4 0,002 0,046
5 0,002 0,008
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6 0,000 0,002
DiscussAo

A histéria de diversificagdo em Gymnophthalminae foi estimada como
apresentando variagdes no acumulo de espécies ao longo do tempo em
diferentes linhagens. Porém, ndo ha sinais claros de uma radiagdo ou eventos
destacados de especiagdo, uma vez que mudancas em taxas de diversificacado
foram estimadas apenas para nés basais da filogenia, € o numero de espécie
entre as tribos Gymnophthalmini e Heterodactylini sdo comparaveis. As
estimativas de mudancas em taxa de diversificacdo sdo sensiveis ao numero de
terminais das filogenias utilizadas, e padrdes tendem a aparecer mais
claramente em comparagao de niveis taxonémicos superiores (e.g., nivel de
familia ou superior; May e Moore, 2014). Quando comparados grandes grupos
de lagartos, eventos mais destacados de diversificagdo ocorreram mais
frequentemente no inicio da histéria das linhagens (Harmon et al., 2003; Blankers
etal., 2013).

As taxas de evolugéao fenotipica também mostraram variagdes ao longo do
tempo, porém, em contraste com as taxas de diversificagdo, o padrdo de
disparidade diferiu entre Gymnophthalmini e Heterodactylini. Desta forma, o
padrdao temporal de disparidade ndo € congruente com a diversificagao,
indicando que a evolugdo em tamanho e forma de corpo independe dos padrdes
de diversificagado no grupo. Os resultados indicam que a disparidade em forma
do corpo e tamanho ocorreram cedo na histéria de Gymnophthalmini, sendo
distinta, por exemplo, da disparidade observada em lagartos Anolis, onde uma
grande convergéncia adaptativa produziu a evolugao repetida de “ecomorfos” em
diferentes linhagens (Losos, 2009; Mahler et al., 2010). Harmon et al. (2003)
sugeriu que em linhagens que apresentam uma grande taxa de diversificagéo
em periodos iniciais (“early bursts”) a maior disparidade morfoldgica tende a ser
maior entre clados, do que dentro de clados. Este padrao ocorreria devido a
oportunidades ecoldgicas, ja que os grupos tendem a ocupar nichos disponiveis
em periodos de alta diversificacdo, diminuindo as taxas com a saturacdo de
linhagens. Este modelo é congruente com a evolugédo de forma de corpo em
Gymnophthalmini.

Heterodactylini, no entanto, apresentou uma forma geral de corpo

conservada ao longo do tempo, que é semelhante a simulagdes de um modelo
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por movimento browniano (um modelo “neutro” de evolugéao; Harmon et al., 2003)
exceto em pontos mais recentes da historia, especialmente em Heterodactylus.
Este padrao pode ser explicado pela menor diversidade de microhabitats
utilizados quando comparado a Gymnophthalmini, ou pela manuten¢ado de uma
forma de corpo ecologicamente mais generalista (Wiens et al., 2006; Brandley et
al., 2008). O mesmo pode ser dito sobre tamanho de corpo, uma vez que uma
alta taxa de disparidade ocorreu apenas em Heterodactylus.

Portanto, os resultados obtidos neste capitulo indicam que as duas
linhagens de Gymnophthalminae apresentam tempo de diversificagao
semelhantes, e padrdes de disparidade distintos. Apesar de que as taxas de
diversificagao diferiram entre os grupos, € valido destacar que os métodos
implementados para detectar pontos de transicao entre taxas foram apenas
propostos e utilizados em tempos recentes. De fato, esses métodos ainda entao
sendo testados e tém recebido criticas quanto as limitagdes das metodologias
em produzir resultados confiaveis (May e Moore, 2014; Moore et al., 2016). Em
suma, a hipdtese de que diferentes regimes de diversificagdo seriam
responsaveis pelas disparidade em morfologia observada entre as tribos néo €
sustentada pelos dados, e sugerem o papel de oportunidades ecoldgicas que
permitram aos Gymnophthalmini ocuparem uma maior diversidade de
ambientes e apresentarem maior variagdes de habitos de vida, especialmente
por formas arenicolas e fossoriais (Rodrigues, 1991; 1996; Camacho et al.,
2014).
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Figura 3.1. Arvore bayesiana calibrada para 42 espécies de Gymnophthalminae
baseada em uma matriz concatenada com quatro genes mitocondriais e seis nucleares
(6213 pb). Cores destacam os dois clados de interesse: Heterodactylini (azul) e
Gymnophthalmini (amarelo). Asteriscos indicam nés com probabilidades posteriores <
0,95. Grupos-externos foram omitidos.
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Figura 3.2. Grafico de linhagem por tempo (LTT: lineage-through-time plot) para
lagartos da subfamilia Gymnophthalminae (circulos brancos), e individualmente para as
tribos Heterodactylini (circulos azuis) e Gymnophthalmini (circulos amarelos).
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Figura 3.3. Distribuicdo de 40 espécies de Gymnophthalminae no espago morfolégico
delimitado pelos dois primeiros componentes principais de uma PCA filogenética sobre
trés variaveis morfométricas (Tabela 3.2). Espécies de Heterodactylini estéo
representadas por circulos azuis e de Gymnophthalmini por circulos amarelos. No
detalhe, uma espécie serpentiforme (Calyptommatus leiolepis) e uma lacertiforme
(Acratosaura spinosa).
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Figura 3.4. Graficos de disparidade por tempo (DTT: disparity-through-time plots) para
tamanho do corpo (CRC) e forma do corpo (PC2). Linhas continuas indicam disparidade
calculada com base nos dados e linhas pontilhadas disparidade estimada por 1000
simulagdes com base em um modelo estocastico por movimento browniano (BM).
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Figura 3.5. Graficos de “filotaxas” (phylorates plots) destacando mudangas nas taxas
de evolugdo em forma de corpo (acima) e tamanho (abaixo) sobre a filogenia calibrada
de Gymnophthalminae. Cores ao longo dos ramos indicam taxas instantdneas de
evolugdo fenotipica. Arvores pequenas mostram configuragdes alternativas com base
nas probabilidades posteriores estimadas pela analise BAMM (Tabela 3.4).
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CAPITULO 4. ESTRUTURA FILOGEOGRAFICA E DEMOGRAFIA
HISTORICA EM LAGARTOS DO GENERO ACRATOSAURA.

INTRODUGAO

A regido tropical concentra a maior parte da biodiversidade mundial (Rohde,
1992). Dentre diversos fatores, tém-se atribuido a maiores taxas de
diversificagdo nos trépicos como responsaveis pela configuragdo de um
gradiente latitudinal de diversidade crescente das regides subtropicais em
diregao aos tropicos (Rohde, 1992; Mittelbach et al., 2007; Rolland et al., 2013).
No entanto, ha inumeras hipoteses sobre quais sao os principais mecanismos
responsaveis pela diversificacdo na regiao tropical e persisténcia da diversidade
em tempo geoldgico. Com base em padrdes generalizados de distribuicéo e
diferenciagdo morfoldgica, foi enfatizado o papel do isolamento geografico de
populagdes (vicariancia) para a especiagao (Mayr, 1963; Wiley, 1988). No caso
da biodiversidade neotropical, foram destacadas a presenca de barreiras
geoldgicas, em especial grandes rios amazbnicos (Wallace, 1873), e a
fragmentacao de habitat causada por ciclos climaticos pretéritos (Haffer, 1969;
Vanzolini e Williams, 1970; Prance, 1979) como principais causadores de
isolamento reprodutivo e especiacdo em diferentes organismos.

O advento do uso de dados moleculares contribuiu enormemente para o
teste de diferentes hipoteses biogeograficas por fornecer estimativas de escala
de tempo para a diversificacdo de linhagens com base no modelo de “relogio
molecular” (Kimura, 1967; Kumar, 2005), e permitir a quantificagdo de isolamento
reprodutivo com parametros de genética de populagbes (Avise, 2000). As
analises moleculares subsequentes revelaram suportes variaveis para os
diferentes modelos de especiagdo em organismos neotropicais, e em sua
maioria, revelam a predominancia de diversificacdo pré-pleistocénica, um papel
importante da heterogeneidade ambiental, e respostas dependentes de
caracteristicas ecolégicas de linhagens a diferentes barreiras (Gascon et al.,
1996; Moritz et al., 2000; Antonelli et al., 2010; Ribas et al., 2011; Rull, 2011;
Fouquet et al., 2015).

No entanto, o uso de dados moleculares para o teste de hipdteses

biogeograficas € escasso para organismos de areas nao florestais da regido
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Neotropical (Werneck, 2011). Para a regido seca tropical dos desertos
Australianos, abordagens filogeograficas com diferentes grupos de lagartos tém
revelado um padréao regional emergente de persisténcia historica e acumulo de
diversidade em areas de relevo acentuado e diversidade empobrecida, com
prevaléncia de espécies generalistas, em areas da planicie desértica,
geologicamente mais recente (Fujita et al., 2010b; Pepper et al., 2011). A
semelhancga dos desertos australianos, a regido das caatingas sofreu mudancgas
climéaticas intensas ao longo do Terciario-Quaternario, caracterizada pela
aridificacéo e consequente dominio de formagdes vegetais xéricas (Oliveira et
al., 1999). As primeiras evidéncias filogeograficas para linhagens de lagartos de
areas abertas da América do Sul tropical revelaram um padrao semelhante, com
persisténcia e diversificagdo de linhagens em areas planalticas e montanhosas
do Cerrado e Caatinga (Werneck et al., 2012; Domingos et al., 2014; Santos et
al., 2014; Werneck et al., 2015; Guarnizo et al., 2016) e pouca diversificagdo com
expansao recente em linhagens da depressao semiarida nordestina (Oliveira et
al., 2015). No entanto, ainda faltam dados empiricos para testar os efeitos de
variagbes demograficas e isolamento causados por mudangas paleoclimaticas
para a diversificagdo de lagartos na regido (Damasceno et al., 2014; Pinheiro et
al., 2014; Werneck et al., 2015).

Acratosaura € um grupo de lagartos microteideos (Gymnophthalmidae) com
distribuicao conhecida para a porgao oriental da América do Sul, no contato entre
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Centeno et al., 2014). A espécie possui
pequeno tamanho de corpo, é diurna, helidfila e possui habitos semi-fossoriais,
sendo encontrada em uma variedade de habitats como campos de altitude,
matas secas e caatingas-abdreas (Rodrigues et al., 2009a). Com o uso de
métodos moleculares para delimitacdo de espécies foi demonstrado que ha uma
estrutura molecular profunda, que aponta a presenga de quatro linhagens
diferenciadas em Acratosaura (Capitulo 2). No entanto, ha evidéncias de que ao
menos duas destas ainda mantenham fluxo-génico.

Neste capitulo, é utilizado uma abordagem filogeografica com o objetivo de
testar o papel de isolamento e fluxo-génico para a especiagao em Acratosaura.
A analise é dividida em trés passos: inferéncia do numero de populagdes por

analises de agrupamento, estimativas de variagcbes demograficas e fluxo génico
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com modelos coalescentes, e modelagem de distribuicdo potencial histérica com
dados paleoclimaticos.

MATERIAL E METODOS

Amostragem genética

Foram obtidas amostras de tecido de 62 individuos de Acratosaura de 23

localidades cobrindo boa parte da distribuicdo conhecida do género (Centeno et
al., 2014). A extracdo de DNA das amostras, amplificagcdo e sequenciamento
seguiram protocolos padroes, conforme descrito no Capitulo 2. Foram obtidos
fragmentos de dois genes mitocondriais: Cyt-b (n = 62) e ND4 (n = 47); e para
uma sub-amostra dos individuos, quatro genes nucleares: PRLR (n = 30), RAG1
(n = 37), NTF3 (n = 41) e DNAH3 (n = 36), cujos primers e condi¢cdes de
amplificacdo estdo descritos nos Capitulos 2 e 3 (Cyt-b). As sequencias obtidas
foram editadas e alinhadas preliminarmente utilizando GENEIoOUs 6.1 (Kearse et
al., 2012). Os alinhamentos finais foram feitos em CLUSTALW 2.1 (Larkin et al.,
2007), com parametros padrdes. A fase gamética dos heterozigotos foi resolvida
com PHASE implementado em DNASP 5.1 (Librado & Rozas, 2009). Estatisticas
sumarias foram calculadas com DNASP 5.1 (Tabela 4.1): numero de numero de
sitios segregantes (S), numero de haplétipos (H), diversidade haplotipica (Hd),
diversidade nucleotidica (11) e numero médio de substituicbes entre sequéncias
(k).

Estrutura populacional

O programa SCTRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) foi utilizado para inferir

o0 numero de agrupamentos genéticos utilizando dois conjuntos de dados: um
com os quatro /oci nucleares, e um com cinco loci nucleares e o o locus
mitocondrial ND4 combinados. Foi implementado o modelo de “linkage” que
permite o uso fracionado do gendtipo e, portanto, considera os sitios polimérficos
como loci nas analises (Falush et al., 2003). Foram utilizados os dois alelos dos
cinco marcadores faseados de 30 individuos. Cada corrida do modelo consistiu
de 10.000 iteragdes de burn-in seguido de 40.000 iteragcdes de amostragem.
Foram utilizados numeros de populagdes estimadas (k) de 1 a 10 e para cada k,
foram realizadas 10 réplicas. Os resultados foram sumarizados em STRUCTURE
HARVESTER (Earl e vonHoldt, 2012), e o AL(k) calculado, para a selegdo do
melhor k (Evanno et al., 2005)
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Uma arvore filogenética bayesiana foi inferida com o programa MRBAYES 3.1
(Huelsenbeck & Ronquist 2003) utilizando os genes mitocondriais Cyt-b (710 pb)
e ND4 (780 pb). O melhor modelo de substituicdo de nucleotideos selecionado
por JMODELTEST 2.1.6 (Darriba et al., 2012), foi GTR+I+G para ambos os /oci.
Quatro espécies foram utilizadas como grupos externos: Alexandresaurus
camacan, Colobosaura modesta, Iphisa elegans e Stenolepis ridleyi. Distancias
genéticas médias entre as populag¢des de Acratosaura definidas por SCTRUCTURE
foram calculadas com MEGA 7 (Kumar et al., 2016). Redes de haplétipos foram
estimadas por parciménia estatistica com o método TCS (Clement et al., 2000)
usando PoOPART 1.7 (Leigh & Bryant 2015) para os alelos resolvidos dos quatro
genes nucleares.

Demografia histérica

Os indices D de Tajima (Tajima, 1989), Fs de Fu (Fu, 1997) e R, de Ramos-
Oncins e Rozas (Ramos-Oncins e Rozas, 2002), que assumem neutralidade e
equilibrio populacional, foram calculados para as populagdes estimadas de
Acratosaura com o programa DNASP 5.1 e usados para explorar possiveis
cenarios de mudancas demograficas. Os testes de significancia foram
determinados com base em 10.000 simulacbes coalescentes, considerando
auséncia de recombinagao, valor de theta observado, e probabilidades p < 0,05
para D e Ry, e p < 0,02 para Fs. Variagbes nos tamanhos populacionais foram
reconstruidas com o método bayesiano Extended Bayesian Skyline Plots (EBSP;
Heled e Drummond, 2008) implementado em BEAST 1.8 (Drummond et al., 2012).
O método utiliza um modelo nao-paramétrico que utiliza os padrdes de
coalescéncia de diferentes genealogias para inferir mudangas no tamanho
efetivo populacional (N.) ao longo do tempo (Ho e Shapiro, 2011). Foram
utilizados os alinhamentos individuais do gene mitocondrial ND4 e dos quatro
loci nucleares com haplétipos resolvidos para cada populagdo. O melhor modelo
de substituicdo selecionado com JMODELTEST 2.1.6 utilizando o critério AlIC foi
GTR+I1+G para ND4 e HKY+| para os quatro /oci nucleares. Foi utilizado um
modelo de relégio molecular estrito, com taxa de substituicdo fixada em ND4, de
6,5* 10, baseada em uma taxa estimada de 0,65% por linhagem por milhdo de
anos para marcadores de mtDNA codificante em Macey et al., (1999). O modelo
foi corrido por 10° geracdes, amostrado a cada 10.000 e 10% das amostras

descartadas pelo burn-in. A convergéncia dos parametros, estacionaridade,
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tamanhos efetivos populacionais altos (ESS > 200) e numeros de mudangas
demogréaficas foram inspecionados em TRACER 1.6 (Rambaut et al., 2014).
Divergéncia com fluxo génico
Para testar a possibilidade de ocorréncia de fluxo génico entre linhagens
de Acratosaura apos diferenciagao, foi implementado um modelo coalescente de
“isolamento com migracao” (/solation-with-Migration; Hey e Nielsen, 2007), com
o programa IMA2 (Hey, 2010). O método foi utilizado para estimar fluxo génico
entre populagdes (migragao), tamanho efetivo populacional atual e ancestral, e
tempo de divergéncia basal. Foram utilizados alinhamentos dos marcadores
mitocondriais Cyt-B e ND4 e dos haplétipos nucleares de DNAH3, PRLR e RAG-
1, divididos em dois conjuntos de dados, um contendo trés populagbes, A.
mentalis, (pop.1), A. sp. 1 (pop.2) e A. spinosa (pop.3), e outro contendo duas
populagdes, A. sp. 1 (pop.2) e A. sp. 2 (apenas pop. 5; ver resultados). A analise
foi particionada para simplificar as comparagdes, e evitar um modelo de cinco
populagdes completo, que possui um numero muito grande de parametros
estimados e requer longo tempo de computagéo. A divisdo também visa focar
em comparar apenas linhagens geograficamente proximas. A taxa de mutagéo
foi estimada em 6.5*10° mudangas por locus por ano, para os marcadores
mitocondriais com base na taxa de mutagao 0,65% por linhagem por milhdo de
anos de Macey et al., (1999) para genes mitocondriais. As taxas para genes
nucleares foram estimadas com base nos resultados de uma arvore-de-espécies
(capitulo 2). Foi utilizado o modelo de substituicdo HKY, escalar de
hereditariedade de 0.25 para mtDNA e 1.0 para nuDNA, e tempo de geracao de
um ano. O limite superior definido para o tamanho populacional (g = 30.0) foi
estimado dos resultados de EBSP, e para os parametros populacionais tempo
de divergéncia basal (f = 5.0) e migragéo (m = 1.0) estimados conforme descrito
no manual de IMA2 e ajustados apds corridas preliminares. Foram
implementadas 40 cadeias MCMC, e com base em analises preliminares,
definidas 10° geracdes de burnin, e outras 10° geracdes para amostragem.
Modelagem de paleodistribuicao
Para testar a congruéncia entre variagbes demograficas histéricas e
variagoes paleoclimaticas, foram modelados mapas de distribuicdo potencial
histérica para as linhagens com o uso de modelagem de nicho (Guisan e Thuiller,

2005) com o programa MAXENT (Phillips e Dudik, 2008). A distribuicdo de
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Acratosaura foi definida com pontos de ocorréncia compilados da literatura
(Centeno et al., 2014) e obtidos de material tombado em colegdes herpetoldgicas
(Apéndice 2) totalizando 53 ocorréncias com coordenadas georreferenciadas.
Foram utilizadas varidveis bioclimaticas para gerar um modelo de distribuicao
potencial atual, e uma projecdo do modelo atual foi feita sobre as mesmas
variaveis bioclimaticas que simulam cenarios para o ultimo maximo glacial
(LGM). Os dados ambientais consistiram de 19 camadas climaticas globais
(BlO1.19) para o periodo atual (1960-1999), uma camada de elevagdo e 19
camadas paleoclimaticas que simulam um cenario para o ultimo maximo glacial
(LGM ~ 22.000 anos a.p.), no site do WorldClim (Hijmans et al., 2005). As
camadas ambientais possuem resolugédo minima de 2,5’ de arco (5 km por 5 km).

As variaveis foram extraidas dos pontos de ocorréncia com uso de ARCGIS10
e uma analise de componentes principais (PCA) com uma matriz de correlagéo
utilizada para explorar correlagao entre varidveis ambientais, e diferenciagao de
nicho entre linhagens. As variaveis bioclimaticas com correlagéo alta (r > 0,90)
foram retiradas, sendo retidas para as analises subsequentes elevacao e nove
das 19 variaveis climaticas: BIO4, BlO4, BIO7-BIOg, BlO1,, BIlO15-BlO+7.
Diferengas no nicho climatico sao significantes entre A. mentalis e A. sp. 1
(MANOVA; F = 34,70; p < 0,01) e entre A. mentalis e A. sp. 2 (F=11,92; p <
0,01), porém néao séo significantes entre A. sp. 1 e A. sp. 2 (F = 5,60; p > 0,05).
Desta forma, a distribuigdo potencial foi modelada conjuntamente para A. sp. 1
e A. sp. 2 a fim de maximizar os dados utilizados nas inferéncias. Por ser
conhecida de apenas duas localidades, A. spinosa nao foi modelada, porém esta

contida no espaco climatico de A. sp. 1.

RESULTADOS
A analise SCTRUCTURE estimou como melhor modelo um arranjo com cinco
populagdes (k = 5) para o conjunto de dados com mtDNA e nuDNA, e trés
populagdes (k = 3) para o conjunto de dados com nuDNA (Fig. 4.1). As
populagdes estimadas com o primeiro conjunto de dados correspondem as
espécies candidatas delimitadas no capitulo 2, com a diferenca de que
Acratosaura sp. 2 aparece dividida em duas populagdes (Fig. 4.2). Individuos

das populagdes geograficamente intermediarias entre A. sp 1 e A. sp 2 (i.e;
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Contendas do Sincora, Santa Maria da Vitéria e Rio de Contas), aparecem com
evidéncias de introgressdo. Quando utilizados apenas os dados nucleares, 0
melhor arranjo estimado pela analise corresponde as linhagens A. mentalis, A.
sp. 1 agrupado com A. spinosa, e A. sp. 2 (Fig. 4.2). A genealogia mitocondrial
apresentou uma topologia semelhante a recuperada no capitulo 2, porém o uso
de dois marcadores mtDNA resultou em melhor suporte para a posi¢cao de A.
spinosa (Fig. 4.2A). As distancias genéticas calculadas entre os cinco clados
variaram entre 6,8 e 12,3% para Cyt-b e entre 7,5 e 13,2% para ND4 (Tabela
4.1). As linhagens se mostraram alopatricas com excecgao de A. spinosa € A. sp.
1 que co-ocorrem em Mucugé, Bahia (Fig. 4.2C). As redes de haplétipos inferidas
para os genes nucleares demonstram pouco compartiihamento de haplétipos
entre A. mentalis e outros clados com apenas um haplétipo de RAG-1,
compartilhamento entre A. spinosa e uma populacao simpatrica de A. sp. 1 com
dois haplétipos (NTF3 e PRLR), e compartilhamento de haplétipos para os quatro
loci entre populagdes de A. sp. 1 e A. sp. 2. (Fig. 4.3D).

Tabela 4.1. Distancias genéticas médias calculadas entre as cinco populagdes de
Acratosaura (numero entre parénteses) com os genes mitocondriais ND4 (diagonal superior)

e Cyt-b (diagonal inferior).

A. mentalis (1) A.sp.1(2) A. spinosa (3) A.sp.2 (4) A.sp.2 (5)
A. mentalis (1) - 0,075 0,109 0,132 0,126
A.sp.1(2) 0,068 - 0,092 0,131 0,111
A. spinosa (3) 0,084 0,077 - 0,125 0,131
A.sp.2 (4) 0,117 0,108 0,104 - 0,136
A. sp. 2 (5) 0,123 0,118 0,106 0,101

Duas populagdes (2 e 5) apresentaram maior diversidade genética que as
restantes populagdes (Tabela 4.2). Os valores do teste D de Tajima nao foram
significantes, indicando neutralidade na evolugéo dos marcadores (Hartl e Clark,
2007). Os valores obtidos para Fs de Fu nao foram significantes, portanto,
suportam um cenario de estabilidade nos efetivos populacionais de Acratosaura
(Hartl e Clark, 2007). Os valores do teste R, de Ramos-Oncins e Rozas néo
foram significativos exceto para DNAH3 em A. spinosa indicando que, em geral,
as populagdes nao sofreram modificagbes de tamanho (Ramos-Oncins e Rozas,
2002).
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Tabela 4.2. Estatisticas genéticas sumaérias estimada para cada uma das cinco populagdes
de Acratosaura com base em dois genes mitocondriais e quatro nucleares: numero de haplétipos
(H) diversidade haplotipica (Hd), diversidade nucleotidica (1), teste D de Tajima, Fsde Fu e R,
de Ramos-Oncins e Rozas. Valores significantes dos testes (p < 0,05 para D e Ry; p < 0,02 para

Fs) estdo destacados em negrito.

indices de diversidade Testes demograficos
Linhagem Locus N H Hd LI D Fs R2
(pop.)
A. mentalis (1) ND4 16 16 0,948 0,0129 -0,102 0,345 0,115
CYTB 22 18 0,959 0,0296 1,381 -0,407 0,108
RAG1 13 5 0,677 0,0010 -0,072 0,140 0,143
PRLR 11 5 0,818 0,0035 -0,061 0,010 0,140
NTF3 13 4 0,403 0,0013 0,010 0,147 0,158
DNAH3 12 7 0,504 0,0025 -0,081 0,071 0,135
A.sp.1(2) ND4 12 12 0,948 0,0215 0,798 0,346 0,120
CYTB 15 13 0,931 0,0264 -0,147 -0,074 0,116
RAGH1 10 2 0,100 0,0001 0,015 0,340 0,185
PRLR 8 7 0,800 0,0037 -0,082 0,104 0,154
NTF3 12 2 0,083 0,0002 -0,046 0,008 0,123
DNAH3 9 12 0,094 0,0141 -0,081 0,069 0,134
A. spinosa (3) ND4 3 3 0,800 0,0138 1,358 0,679 0,204
CYTB 2 2 0,667 0,0074 0,034 0,768 0,272
RAG1 2 4 1,000 0,0014 -0,067 0,360 0,341
PRLR 1 1 0,000 0,0000 - - -
NTF3 3 1 0,000 0,0000 - - -
DNAH3 2 2 0,500 0,0014 0,004 0,340 0,353
A. sp. 2 (4) ND4 9 5 0,784 0,0110 -1,049 -0,115 0,134
CYTB 9 3 0,523 0,0025 -0,102 0,120 0,148
RAGH1 6 1 0,000 0,0000 - - -
PRLR 5 1 0,000 0,0000 - - -
NTF3 6 2 0,167 0,0005 0,023 0,259 0,228
DNAH3 6 4 0,303 0,0017 -0,040 0,175 0,185
A. sp. 2 (5) ND4 8 7 0,900 0,0253 0,647 0,118 0,139
CYTB 8 7 0,900 0,0275 -0,090 0,077 0,136
RAG1 6 5 0,848 0,0025 -0,016 0,213 0,170
PRLR 6 6 0,818 0,0078 -0,159 0,167 0,162
NTF3 9 5 0,719 0,0031 -0,041 0,216 0,159
DNAH3 7 6 0,824 0,0036 -0,052 0,183 0,158

A andlise bayesiana Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) estimou para
as trés populacdes analisadas de Acratosaura valores médios de mudancas em
tamanho efetivo populacional entre 0 e 1 (Tabela 4.3), portanto ndo foi possivel
refutar a hipétese de tamanhos populacionais efetivos (N.) constantes ao longo
do tempo relativo das linhagens. O método inferiu um padrdo de estabilidade
demografica para as trés populagdes de Acratosaura, sem variagdes

estocasticas aparentes (Fig. 4.3).
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Tabela 4.3. Numero de mudangas em tamanho efetivo populacional para trés populagdes de

Acratosaura estimado pela analise Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP).

Linhagem Populacéo Média  Mediana Erro damédia Desvio padrdo 1C 95%
A. mentalis 1 0,85 1 0,173 0,978 0-2
A.sp. 1 3 0,77 0 0,016 0,965 0-3
A. sp. 2 5 0,78 1 0,107 0,959 0-3

A analise IMA2 estimou taxas de migracao baixas entre as populagdes de
Acratosaura (Tabela 4.4). Porém, foi estimada migracdo significante de A.
spinosa para A. sp. 1 (0,109) no modelo 1 e de A. sp. 1 para A. sp. 2 (0.043) no
modelo 2 (Fig. 4.4). Taxas altas, mas nao significantes, foram observadas entre

A. mentalis e a populagao ancestral de A. spinosa e A. sp 1. (Tabela 4.4).

Tabela 4.4. Valores dos parametros tamanho populacional (6), tempo de divergéncia (r) e taxa
de migragao (m) atuais e ancestrais estimados por IMA2 para dois conjuntos de populagbes de
Acratosaura e seus intervalos de confianga de 95%. Valores significantes de m com base no

likelihood ratio test (Nielsen e Wakeley, 2001) estdo destacados em negrito.

Parametro Média 95% IC inferior 95% IC superior
modelo 1 (A. mentalis x A. spinosa x A. sp. 1)
6o 5,416 3,345 7,605
04 7,878 4,665 11,51
6, 3,153 0,825 6,345
63 16,953 3,615 29,98
04 15,208 5,535 27,14
To 2,831 1,706 3,89
T1 3,453 2,626 3,998
m o>1 0,033 0,0005 0,1005
m 1s0 0,031 0,0005 0,0925
m o>2 0,028 0,0005 0,0865
m 2s0 0,087 0,0025 0,2635
m 1>2 0,059 0,0035 0,1516
m >4 0,109 0,0025 0,3435
m o>3 0,479 0,0210 0,9435
m 3so 0,483 0,0215 0,9455
modelo 2 (A. sp. 1 X A. sp. 2)

6o 9,869 5,882 13,434
04 9,869 5,742 14,418
P 14,26 8,290 20,0
To 3,317 2,162 3,998
m o>1 0,025 0 0,045
m 1>0 0,048 0 0,115
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A modelagem de distribuicdo de A. mentalis (pop. 1) para o presente mostra
que a sua distribuicdo coincide com a area de maior adequabilidade climatica,
exceto para uma regido potencial ao sul onde ndo ha registros (Fig. 4.5). A
distribuicdo potencial projetada para o ultimo maximo glacial (LGM) nao difere
grandemente da atual, exceto por uma pequena area na regidao do Piaui, e uma
extensa area na porcido costeira, que corresponde a plataforma continental
exposta no periodo. A modelagem de distribuigcdo de Acratosaura sp. (A.sp. 1 e
A. sp. 2; populagdes 2, 4 e 5) apresenta uma area de adequabilidade climatica
mais estreita, sendo pouco coincidente pra popula¢gdes mais periféricas (Fig.
4.5). Uma pequena area potencial ndo ocupada ocorre na regido mais
setentrional da Caatinga, na Chapada do Araripe e por¢des do planalto de
Borborema, na regido de ocorréncia de A. mentalis. A distribuicdo potencial de
A. sp. no LGM, no entanto, é estimada como uma area mais extensa que a atual,

especialmente na por¢ao sul (Cerrado) e na por¢ao central da Caatinga.

DiscussAo

As analises deste capitulo confirmam a presenca de uma estrutura
genética profunda em Acratosaura, mas que nao € homogeneamente distribuida
ao longo de sua distribuicdo. Uma parte significante da diversidade genética
ocorre na porgao central da distribuicdo do género, na regido da Chapada
Diamantina, onde ha simpatria entre A. spinosa e A. sp. e uma zona de contato
entre dois clados de A. sp, com compartilhamento de haplétipos entre diferentes
linhagens. Por possuir um gradiente altitudinal destacado, diversidade de
ambientes, e relativa estabilidade climatica histérica quanto comparado ao resto
da Caatinga (Carnaval e Moritz, 2008; Pinheiro et al.,, 2014), a Chapada
Diamantina abriga espécies com distintos requisitos ecologicos e representa
uma area de endemismo importante para répteis da Caatinga com grande
riqueza regional (Rodrigues et al., 2009a,b; Freitas et al., 2012). As linhagens
aparentemente compartilham o tipo de habitat utilizado na regido, tendo sido
observados exclusivamente em campos de altitude (Rodrigues et al., 2009a;
Magalhéaes et al., 2015). Porém, como as amostras para a regido sao raras,
pouco se pode dizer sobre caracteristicas ecolégicas mais especificas que

possam explicar o contato geografico e a simpatria entre as linhagens.
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As evidéncias demograficas genéticas e de modelagem paleoclimatica
indicam que Acratosaura manteve a distribuicdo e tamanho populacional
relativamente estaveis ao longo do tempo tanto em regides planalticas quanto
na depressdo nordestina. As areas de contato entre linhagens mantiveram
climaticamente adequadas para as linhagens, o que pode ter favorecido fluxo-
génico. A aridez atual parece nao restringir sua ocorréncia ao longo da Caatinga,
uma vez que Acratosaura é capaz de ocupar manchas de habitats menos
expostos a insolagdo, em especial associada a areas de relevo acidentado, ou
de caatingas arbdéreas (Rodrigues, 2003). Desta forma, o padrdao de
diversificacdo da espécie parece ter sofrido pouca influéncia de oscilagdes
climaticas do Pleistoceno. O padrao apresentado, de persisténcia historica e
diferenciagcdo em regides de relevos mais elevados, € congruente com outros
grupos de lagartos da regidao como Phyllopezus (Werneck et al.,, 2012) e
Tropidurus (Werneck et al., 2015).

Apesar do compartilhamento de haplétipos ser aparentemente restrito a
uma parte central da distribuicdo do género, a presencga de fluxo génico entre
linhagens diferenciadas de Acratosaura, estimada pelas analises coalescentes,
sugere que Acratosaura pode ter sofrido especiagdo sem isolamento reprodutivo
completo. Apesar de especiagao com fluxo génico ter sido demonstrado para os
lagartos Ameivula na regido da Caatinga (Oliveira et al., 2014), a observacao
para Acratosaura é notavel tendo em consideragao o pequeno tamanho e habitos
cripticos. Desta forma, os resultados deste capitulo reforcam a ideia de que fluxo
génico é pervasivo em diversos grupos de organismos (Nosil, 2008; Arnold,
2015) e demonstram a importadncia de se considerar fluxo génico para
compreender padrdes de diferenciagdo mesmo em grupos com capacidade

limitada de dispersao.

FIGURAS
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Figura 4.1. Resultados dos agrupamentos inferidos com STRUCTURE para um conjunto
de dados com mtDNA + nuDNA (acima) e nuDNA (abaixo). A esquerda é mostrada a
distribuicdo dos valores médios e desvios das estimativas de probabilidade L(k) para
cada populagao; a direita, o valor calculado de AL(k) conforme Evano et al. (2007).
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Figura 4.2. Estrutura populacional em Acratosaura. (A) Genealogia bayesiana
mitocondrial (Cyt-b e ND4) para 62 amostras de Acratosaura. Sao indicadas as quatro
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(Fig4.2. continuagao) espécies candidatas delimitadas no capitulo 2, e as cinco
populagdes estimadas por STRUCTURE (entre parénteses). Suportes sao indicados por
probabilidades posteriores, grupos externos foram omitidos. (B) Resultados da analise
STRUCTURE indicando cinco populagdes (k = 5) para mtDNA + nuDNA e trés (k = 3) para
nuDNA apenas. (C) Mapa mostrando a distribuigdo geografica de Acratosaura. Circulos
grandes representam as localidades amostradas e cores correspondem aos clados da
genealogia mtDNA,; circulos pretos representam ocorréncias sem amostra de DNA. (D)
Rede de haplotipos estimadas por parciménia estatistica para quatro /oci nucleares.
Circulos representam os haplétipos, com tamanho proporcional a sua frequéncia;
marcos nas linhas representam mutagdes; cores correspondem aos clados da
genealogia mtDNA.
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Figura 4.3. Resultados do método coalescente Extended Bayesian Skyline Plot
(EBSP) mostrando a variagao do tamanho populacional estimado (N,) em fungéo do
tempo relativo (milhdes de anos antes do presente) para trés populagdes de
Acratosaura. O tamanho populacional esta reescalonado para o tempo de geragao em
anos. O intervalo de confianca de 95% € demarcado por linhas cinzas continuas.
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Figura 4.4. Resultados do método coalescente IMA2 mostrando os eventos de
migracao estimados entre as populagdes de Acratosaura. A largura dos ramos é
proporcional ao tamanho efetivo (N,); a altura proporcional ao tempo de divergéncia.
Linhas finas e setas cinzas indicam intervalo de confianca dos parametros.
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Atual LGM 21ka

Figura 4.5. Distribuigao potencial modelada para o periodo atual (esquerda) e para o
maximo glacial (LGM; direita). Modelos foram gerados para A. mentalis (acima) e
Acratosaura sp. (A. sp. 1 + A. sp. 2; abaixo). Cores dos pontos de ocorréncia
correspondem as linhagens: A. mentalis (vermelho), A. sp. 1 (azul) e A. sp. 2 (verde).
Cores quentes no mapa indicam maior adequabilidade e cores frias, menor
adequabilidade.
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CONCLUSOES

Neste estudo utilizei uma série de métodos quantitativos para a delimitagao
de espécies em Iphisini, que exemplificam os desafios enfrentados para a
inferéncia de arranjos taxondmicos para grupos onde a variagao fenotipica €
pouco evidente, e onde ha incongruéncia entre variagdo em caracteres
morfolégicos e moleculares, ou discordancia entre genealogias. Como era
esperado pela pergunta inicial, ha diversidade dentro da tribo Iphisini n&o
detectada em estudos anteriores. Atualmente ha oito espécies ja descritas, e
reconhecidas quatro espécies candidatas para Iphisa. Com este trabalho, mais
quatro espécies sao consideradas candidatas, aumentando em 33% a
diversidade conhecida no grupo. A diversidade se mostrou heterogénea entre os
clados de Iphisini, 0 que atesta pelo carater monotipico de alguns géneros, que
apresentaram pouca estrutura genética e diferenciagéo. A descri¢ao formal das
espécies candidatas, ainda depende de uma analise mais profunda de
caracteres morfolégicos qualitativos.

As relacdes filogenéticas inferidas em nivel de subfamilia séo consistentes
com resultados recentemente publicados, utilizando métodos distintos para a
reconstrucdo de arvores. Como resultado mais interessante, é a relacdo bem
suportada como grupos-irméaos entre Iphisini e Heterodactylini. Nao ha fésseis
conhecidos de Gymnophthalmidae que possam ser usados para a calibragéo
das arvores, entao a estimativa de tempos de divergéncia ainda depende de uma
analise conjunta com o grupo-irmao Teiidae, o que esta fora do escopo deste
trabalho. No entanto, é notado que, apesar de as tribos apresentarem taxas de
diversificacao distintas, o tempo relativo de diversificacdo é semelhante entre as
clados de Gymnophthalminae, quando consideradas as tribos Heterodactylini e
Iphisini conjuntamente. Os padrées de disparidade morfolégica também se
mostraram variaveis entre as tribos, e incongruentes com tempo de
diversificagao para Heterodactylini (sensu lato). Desta forma ndo € possivel
afirmar que as diferencas morfolégicas observadas entre os clados de
Gymnophthalminae sejam causadas apenas por tempo ou modo de
diversificagao distintos. O papel de diferentes oportunidades ecoldgicas, ou

inércia filogenética, sdo fatores que devem ser investigados.
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Do ponto de vista populacional, Acratosaura mostrou estabilidade
demografica histdrica e pouca variagdo em distribui¢gdo nos ultimos 21.000 anos.
Desta forma, a hipotese de que mudancgas paleoclimaticas do Quaternario
poderiam ter causado isolamento e diversificacdo em Iphisini ndo encontra
suporte nos resultados. A presengca de fluxo génico entre linhagens ja
diferenciadas indica que a diversificagdo no grupo pode ocorrer sem isolamento
reprodutivo completo. Com base na estruturagdo genética profunda e
espacialmente complexa, € possivel supor que a heterogeneidade ambiental da

Chapada Diamantina deve ter contribuido para a especiacao em Acratosaura.
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