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RESUMO

Estudos filogeograficos tém ajudado a esclarecer o contexto espacial e temporal
da diversificacdo de organismos amazo6nicos, o que pode ser diretamente comparado com
cenarios geoldgicos especificos. O presente estudo visa fornecer informagdes que possam
auxiliar na reconstituicdo da historia recente do baixo Tocantins/llha do Marajo a partir
de uma analise filogeogréfica de Gonatodes humeralis e Kentropyx calcarata.
Adicionalmente, a utilidade do gene citocromo oxidase I como marcador para estudos
populacionais de lagartos foi avaliada. Dados de 49 exemplares de G. humeralis e 32 de
K. calcarata de 14 localidades ao sul do Amapa, baixo Tocantins, Ilha do Marajé e de
uma externa a area focal do estudo foram analisados. Alem das medidas de diversidade e
diferenciacdo genética, foram possiveis eventos de expansdo demogréafica recente nestas
populagdes foram avaliados com uso da estatistica R,. As relacGes filogenéticas entre as
populacdes foram avaliadas pela construcdo de arvores ndo enraizadas usando-se 0S
métodos de méxima parcimdnia (MP) e méxima verossimilhanca (MV). Os resultados
obtidos demonstram que embora o COIl tenha sido raramente utilizado para esta
finalidade, a variacdo observada entre sequéncias de populagbes de G. humeralis e K.
calcarata indicam que ele é um marcador Util para analises filogeograficas. As cinco
populacdes de ambas as espécies aqui estudadas, sdo geneticamente estruturadas. 1sso
indica um baixo ou mais provavelmente inexistente fluxo génico entre elas. As relagdes
filogeograficas observadas, embora mais seguramente para G. humeralis que para K.
calcarata indicam que ocorreram mudancas significativas em tempos relativamente
recentes no sistema de drenagem na regido do baixo rio Tocantins e llha do Marajé. Isto
porque, ha neste estudo, fortes indicios de que em tempos pretéritos recentes houve maior
movimentacdo, ativa ou passiva, das espécies entre as regides do Marajé e oeste do rio

Tocantins que teriam sido as mais diretamente afetadas por estas mudancas.
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ABSTRACT

Filogeographical studies have helped to clarify the spatial and temporal context of
the diversification of organisms from Amazonian, which can be directly compared with
specific geological scenarios. This study aims to contribute with the reconstitution of the
recent history of low Tocantins/Marajé Island from a philogeographical analysis of
Gonatodes humeralis and Kentropyx calcarata. The questions to be answered are
whether there is a distinction among the population of the southern Amapa, Marajo
Island, and each side of the Tocantins river, and how these populations interrelate one
each other. In addition, this work also aims to assess the usefulness of the gene
cytochrome oxidase I as a marker for studies of lizard populations. Data from 49
specimens of G. humeralis and 32 of K. calcarata from 14 localities in southern Amapa,
low Tocantins, Marajo Island, and of an external population of the focal area of study, in
the city of Itaituba, Pard, were analyzed. The molecular studies were based on
mitochondrial gene cytochrome oxidase 1. The levels of genetic variability were
calculated: diversity of nucleotides (z) and diversity of haplotypes (%), the genetic
differentiation through the analysis of molecular variance (AMOVA) and the estimates of
Fst for pairs of populations and distribution of the differences between pairs of
sequences. It was used a statistical test to detect possible R, events of recent demographic
expansion. The phylogenetic relations between populations were evaluated by the
construction of non-rooted trees using the methods of maximum parsimony (MP) and
maximum likelihood (MV). The results show that although the COI has been rarely used
for this purpose, the observed variation in sequences of populations of G. hAumeralis and
K. calcarata indicates that it is a useful marker for Phylogeographic analysis. The five
populations of both species studied here, are genetically structured. This indicates a low
or, more probably, inexistent gene flow among them. The observed Phylogeographic
relations, although more certainly to G. humeralis than K. calcarata, indicates that
significant changes have occurred in relatively recent times in the drainage system in the

low Tocantins river and Marajo island. This is due strong indications, obtained in this
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study, that in recent past there was more movement, active or passive, of the species
between regions of Marajo and west of the Tocantins river that would have been the most

directly affected by these changes.
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1. Introducéo

A regido do baixo rio Tocantins e llha do Marajo apresenta uma fauna de
lagartos composta predominantemente por (1) elementos amplamente distribuidos na
Amazonia (23 espécies registradas) e (2) elementos das Guianas, regido a qual pertence o
Amapa (9 espécies, das quais duas chegam apenas a Ilha do Maraj6). Além dessas
espécies, abriga algumas outras, num total de 39 espécies registradas para a area como
um todo (Nascimento et al., 1991; Avila-Pires, 1995). Embora o baixo rio Tocantins ndo
pareca constituir uma barreira geografica para a maioria das espécies de lagartos, 0s
registros atuais apontam alguma diferenciagéo a leste e a oeste do rio (Anexo I).

Quando se enfoca os lagartos que ocupam exclusivamente areas de vegetacdo
aberta, na Amazbnia em geral existem dois padrdes principais de distribuicdo: (1)
Elementos que ocorrem nos enclaves de vegetacdo aberta ao norte do rio Amazonas,
ocupando também ambientes propicios as margens (norte e sul) do rio Amazonas — por
exemplo, Kentropyx striata e Anolis auratus, 0 primeiro registrado na Ilha do Marajo, o
segundo até o momento apenas na llha Mexiana. (2) Elementos que ocorrem nos
enclaves de vegetagdo aberta meridionais da Amazonia, sendo usualmente formas
comuns a regido dos Cerrados — por exemplo, Hoplocercus spinosus € Polychrus
acutirostris. A maioria dessas espécies ndo € registrada para a area de estudo, mas ha
dois registros de P. acutirostris para 0 baixo rio Tocantins (localidades Mangabeira e
Cametd). O interessante desse padrdo € que ele vai contra a idéia de um continuo de
areas abertas na Amazonia num passado recente. Por outro lado, uma Unica espécie de
lagarto, Tropidurus hispidus, ocorre tanto ao norte como ao sul do Amazonas. Essa
espécie atualmente ocupa grande parte do Nordeste brasileiro, chegando até o0 Maranhao,
com distribuicdo disjunta em enclaves de areas abertas ao norte do rio Amazonas. Ja em
Belém ocorre Tropidurus oreadicus, de ampla distribuicdo no Brasil Central (Rodrigues,
1987; Avila-Pires, 1995). A colonizacdo das areas ao norte do rio Amazonas, nesse caso,
pode ter ocorrido via litoral, em épocas de nivel do mar mais baixo. Existe um registro de
Tropidurus “torquatus” (Um nome que abrangia a época da publicacdo varias especies)

para a llha do Marajo, feita por Muller (1969), mas esse dado necessita ser confirmado.
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Outro caso especial de lagartos de ambientes abertos refere-se a Cnemidophorus
do grupo lemniscatus. E um grupo essencialmente amazonico, com algumas espécies
bissexuadas e ao menos duas espécies unissexuadas, uma das quais — C. cryptus —
bastante espalhada no leste da Amazbnia, incluindo ambientes propicios no baixo
Tocantins, Ilha do Marajo e Amapa (a outra € restrita a costa do Suriname). Sendo
partenogenética, € uma especie de caracteristicas invasoras, com facilidade de colonizar
novas areas.

Somando-se todos esses dados, temos o seguinte cenério para a regido do baixo
rio Tocantins — Ilha do Maraj6 - Amapa: (1) Considerando a presenca de varias espécies
com distribui¢do predominantemente nas Guianas, que ocorre também no leste do Pard, o
estuario do rio Amazonas parece atuar, ou ter atuado em algum momento do passado,
como um filtro biogeogréafico, permitindo a passagem de ao menos parte de sua fauna no
sentido norte — sul. (2) Considerando os dados geoldgicos que evidenciam que a Ilha do
Marajo era continua com a &rea do baixo Tocantins em tempos relativamente recentes,
poderiamos esperar um relacionamento, nessas especies mencionadas acima, na
sequéncia Amapa (Marajo — baixo Tocantins). (3) Igualmente em algum momento do
passado, a0 menos uma espécie (Tropidurus hispidus) parece ter migrado de sul para
norte, através do litoral, desaparecendo posteriormente de algumas das areas
intermediérias.

O presente estudo busca testar algumas dessas questdes, especialmente o item 2, a
partir de uma andlise filogeografica de dois dos componentes da fauna de lagartos
encontrada na regido — Gonatodes humeralis (Guichenot, 1855) e Kentropyx calcarata
Spix, 1825.

Gonatodes humeralis pertence a familia Gekkonidae, atingindo um comprimento
rostro-cloacal méximo de 41,5 mm. Tem hébitos diurnos, sendo encontrado em ambiente
de floresta de terra firme, varzea e igapd. E amplamente distribuido na Amazonia,
ocorrendo no Brasil, Guiana Francesa, Suriname, Guyana, Venezuela, Col6mbia,
Equador, Peru, Bolivia, e ainda nas ilhas de Trinidad e Tobago. Estende-se ainda até o
Mato Grosso do Sul, através de areas florestadas dentro da regifo dos Cerrados (Avila-

Pires, 1995; Nogueira, 2006). O género Gonatodes, distribuido no norte e centro da
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América do Sul, América Central e Antilhas, apresenta 20 espécies atualmente
reconhecidas. Cinco dessas espécies estdo presentes na Amazonia brasileira.

Kentropyx calcarata € um lagarto heliéfilo que pertence a familia Teiidae,
atingindo um comprimento rostro-cloacal méximo de 110 mm. Tem héabitos diurnos,
sendo encontrado em ambientes de floresta geralmente préoximo a areas que recebem
insolacdo direta, como bordas de floresta, ao longo de estradas, vegetacdo secundaria, e
margens de rios, areas que visita para se aquecer e forragear (Hoogmoed, 1973;
Magnusson & Lima, 1984; Vitt, 1991). Por ser um lagarto helidfilo, apresenta
plasticidade frente as alteracbes ambientais. Sofre aumento populacional em areas
alteradas devido ao aumento de sitios para termorregulacao (Vitt et al., 1997; Sartorius et
al., 1999). Esta espécie se distribui principalmente na Amazonia central e oriental (Brasil,
Guyana, Guiana Francesa e Suriname) e € também encontrada na Floresta Atlantica
(Avila-Pires, 1995). O género Kentropyx, com um total de nove espécies conhecidas, se
distribui na maior parte da América do Sul a leste dos Andes. A Amazonia brasileira

abriga quatro espécies.

O contexto geologico

Sob o ponto de vista geoldgico, esta é uma area de grande relevancia para a
reconstituicdo de eventos a partir do Nedgeno, por conter um variado registro sedimentar
formado desde o Mioceno ao Recente. De acordo com os dados geoldgicos disponiveis,
esta &rea € recoberta por um grande volume de depdsitos plio-pleistocénicos, o0 que a
torna particularmente atraente para os estudos de evolucdo da biodiversidade, uma vez
que este intervalo de tempo pode ter testemunhado a explosdo do processo de especiagédo
de varios taxons da biota amazonica (p.e., Fjeldsa, 1993; Silva & Patton, 1993; Aleixo,
2004). A partir da cidade de Tucurui, os estratos plio-pleistocénicos formam uma feicdo
triangular em direcdo ao norte, sugerindo a existéncia pretérita de um sistema deltaico. O
rio Tocantins, hoje direcionado para nordeste, pode ter ocupado entdo uma posi¢éo cerca
de 130 km a oeste de sua localizacdo atual (Figura 1), servindo possivelmente como
fonte principal dos sedimentos plio-pleistocénicos desse sistema deltaico (Rossetti &
Valeriano, 2007; Rossetti et al., 2007).
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Figura 1. Evolugdo hipotética da area do baixo rio Tocantins e llha do Marajé, do Plio-Pleistoceno ao
presente, segundo Rosseti & Valeriano, 2007. A) Curso hipotético do paleo rio Tocantins e respectivo
paleovale, o qual resultou na deposicéo inicial dos sedimentos do Pés-Barreiras. B) Por reativagdo de falhas
geoldgicas o paleo rio Tocantins altera seu curso para o sentido NE atual. Este evento tectonico foi também
responsével pelo desenvolvimento inicial da area de Caxiuand, ampliando o paleovale em direcéo oeste. C)
Falhas no sentido E-W dédo origem ao rio Pard, responsavel pelo insulamento do Marajé. Contemporaneo a
esse evento, ocorre uma ligeira subsidéncia no lado oriental do Marajo, criando um novo espago para
acumulacdo de sedimentos. Para maiores detalhes, ver Rosseti & Valeriano, 2007.
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Estudos filogeograficos

A filogeografia € uma disciplina que associa a biogeografia, a genética
populacional e a filogenia molecular no estudo dos polimorfismos de genes em
populacdes de uma espécie ou entre espéecies proximas (Avise et al., 1987; Avise, 1998).
Estudos de filogeografia comparativa tém sido valiosos para o desenvolvimento e teste de
hipteses sobre processos evolutivos histdricos com impacto na composicdo da
biodiversidade atual.

As metodologias que utilizam DNA sdo muito eficazes para reconstrucao
filogenética e tém sido largamente empregadas em varias abordagens evolutivas, tais
como nos estudos de fluxo génico, especiacdo, sistematica e estrutura de populagdes
(Avise, 1994). Por exemplo, estudos com o lagarto Gymnodactylus darwinii na Floresta
Atlantica, na costa brasileira, demonstrou uma grande variabilidade genética que resultou
na sua separacdo em duas espécies e no reconhecimento de populacdes geneticamente
diferenciadas, aparentemente separadas pelos principais rios da regido (Pellegrino et al.,
2005).

Na regido amazonica estudos com lagartos ndo foram ainda realizados, mas
estudos com outros vertebrados tém ajudado a esclarecer o contexto espacial e temporal
da diversificagdo destes organismos na regido, o que pode ser diretamente comparado
com cendrios geologicos especificos (Marks et al. 2002, Aleixo 2004). Aleixo (2004)
utilizou um complexo de subespécies de aves de terra firme para testar trés hipoteses de
diversificacdo de espécies na Amazonia — rios como barreiras, reflgios e incursdes
marinhas. Os resultados indicaram que as hipoteses com maior apoio sdo as dos rios
como barreiras e incursdes marinhas. Os dados sugerem que uma interagdo entre
geologia, mudancas no nivel do mar e hidrografia criaram oportunidades para a
cladogénese das espécies estudadas, em diferentes escalas temporais e geograficas. Patton
e colaboradores (p.ex., Silva & Patton, 1998; Patton et al., 2000; Patton & Costa, 2003)
realizaram uma série de estudos filogeograficos com marsupiais e roedores, com o
objetivo tanto de entender as conexdes historicas entre Amazonia e Floresta Atlantica,
como a diversificagdo desses grupos na Amazonia. Esses estudos mostram complexas

relacdes entre &reas dentro da Amazonia e evidéncias de que, embora algumas linhagens
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desses animais sejam recentes, a maioria delas possui uma histéria de diversificagdo
antiga, sugerindo uma origem anterior ao Pleistoceno.

No presente estudo esperamos auxiliar na reconstituicdo da historia recente do
baixo Tocantins/llha do Marajo através de estudos filogeogréficos, com base no gene
mitocondrial Citocromo Oxidase I de dois lagartos que ocorrem em ambientes florestados
nessas areas.

O DNA mitocondrial é especialmente favoravel a estudos filogeogréaficos por
geralmente apresentar transmissdo exclusivamente materna, auséncia de recombinacéo,
altas taxas evolutivas quando comparado ao genoma nuclear e variacdo intra-especifica
extensa, a maior parte da qual ocorre entre (e ndo dentro de) individuos (Avise, 2000).
Assim, para o presente estudo, foi selecionado o gene mitocondrial citocromo oxidase
subunidade I (COI). O gene citocromo b (cit ») tem sido mais comumente utilizado em
andlises filogeneticas, entretanto o uso do COI neste tipo de estudo tem ganho destaque a
partir da publicacdo de Hebert et al. (2004).

O COlI codifica uma proteina responsavel pela catalise envolvida com o
transporte de elétrons e com a translocacdo de protons através da membrana (Saraste,
1990), e seu uso como marcador molecular deve-se a mescla de regides nucleotidicas
altamente conservadas com outras mais variaveis (Saraste, 1990; Gennis, 1992), o que é
atil para andlises de relagdes filogenéticas de grupos com tempos de divergéncia tanto
antigos quanto recentes. Analisando os niveis de polimorfismo e diferenciacdo de
sequéncias parciais do COIl, Cho et al. (2007) encontraram significativa diferenciagdo
entre populacdes do molusco Scapharca broughtonii da Korea, China e RUssia.
Corroborando o trabalho de Hebert ez al. (2004), Tavares e Baker (2008) concluiram que
a analise de uma regido variavel do COI, a mesma analisada neste estudo, é uma maneira
rapida de se descobrir linhagens monofiléticas dentro de uma metapopulacdo que pode

representar espécies cripticas nao reconhecidas.
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2. Objetivos

e Reconstituir as relagdes filogenéticas entre as populagdes dos lagartos Gonatodes
humeralis (Guichenot, 1855) e Kentropyx calcarata Spix, 1825 que ocorrem nas
areas a leste e a oeste do baixo rio Tocantins, na Ilha do Maraj6é e no sul do

Amapa, a partir de um fragmento do gene mitocondrial Citocromo Oxidase I,

e Avaliar a utilidade do citocromo oxidase I como marcador para estudos

populacionais de lagartos;

e Testar a hipdtese de que o tempo de separagdo entre essas populagdes é
relativamente recente, sendo as populacdes do Marajé e baixo rio Tocantins mais
préximas entre si, em relacdo aquelas do sul do Amap4, através da avaliagcdo do
grau de diferenciacao genética entre as populacbes do Marajo, baixo rio
Tocantins e sul do Amapa. .

3. MATERIAL E METODOS
Amostragem

Quatorze localidades situadas na regido do baixo rio Tocantins, Ilha do Marajo e
sul do Amapa (Tabela 1) foram visitadas, objetivando uma amostragem geral da fauna de
lagartos de cada local.

Os espécimes coletados na llha do Marajo, a leste e a oeste do rio Tocantins
foram depositados na colecdo herpetologica do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG).
Os espécimes coletados no sul do Amapa foram depositados na colecdo Fauna do
Amapa, do Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnologicas do Estado do Amapa
(IEPA). Todos os tecidos, inclusive aqueles associados aos espécimes coletados no
Amap4, foram depositados na colecao herpetoldgica do MPEG.

As coletas no sul do Amapa foram realizadas no més de agosto de 2006, nos
municipios de Macapa (4 localidades) e Serra do Navio (uma localidade). Em Macapéa

foram realizadas coletas em ambientes de floresta de terra firma, varzea e campo cerrado.
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No municipio de Serra do Navio, apenas em floresta de terra firme. Na Ilha do Maraj6 as
coletas ocorreram em novembro de 2005, no municipio de Santa Cruz do Arari, quando
foram visitados ambientes de floresta, campo cerrado e pequenas manchas de floresta no
campo cerrado, num total de quatro pontos amostrados. A oeste do Tocantins as coletas
ocorreram em marco de 2006, na Floresta Nacional de Caxiuana e no seu entorno, tendo
sido realizadas coletas somente em ambiente de floresta, em trés diferentes pontos. Por
fim, a leste do Tocantins as coletas ocorreram no periodo de junho de 2005 a margo de
2006, no Parque Ecologico Gumma. O parque representa uma mancha de floresta

remanescente localizada no municipio de Santa Barbara, com 541 hectares (400 hectares

de floresta).

Tabela 1. Areas de amostragem do material estudado.

Regiao UF Municipio Localidade Coordenadas
Suldo Amapa AP  Macapa Parque Zoobotanicoda  00°02"16,9"S 51°05'52,2"W
Fazendinha
Suldo Amapa AP  Macapé APA da Fazendinha 00°03'01.1"S e 051°08'10.7"W
Suldo Amapa AP  Macapa Reg. do Goiabal/Area 00°00'39.7" S e 051°07'15.9"W
particular

Suldo Amapa AP  Macapa Fazenda Seu Zezinho 00°05'32,2"S e 51°08'11,0"W

Suldo Amapad AP  Macapa APA do Rio Curiad 00°09'6,8"S e 51°00'59,2"W

Sul do Amapa AP  Serrado Navio Serra do Navio 00°53'36.9"S e 052°00'24.8"W

Ilhado Maraj6 PA  Santa Cruz do Vila Mocoons 00°38,84"S e 49°27,99"W
Arari

Ilhado Maraj6 PA  Santa Cruz do Faixa Babagual 00°26,89"S e 49°14,05"W
Arari

Ilhado Maraj6 PA  Santa Cruz do Fazenda Apel 00°28,32"S e 49°13,04"W
Arari

Ilhado Maraj6 PA  Santa Cruz do Margem oeste do Lago 00°27,96"S e 49°13,29"W
Arari Avrari

Oeste do PA  Melgaco Itaperu 01°55'40,1”S e 51°22'28,7" W

Tocantins

Oeste do PA  Melgago llha do IBAMA 01°47'52,6"S e 51°25'93,9" W

Tocantins

Oeste do PA  Melgago Marinau 01°55'40,1"S e 51°22'28,7" W

Tocantins

Leste do PA  Santa Barbara Parque Ecoldgico 1°13°00.86’S e 48°17°41.18""W

Tocantins Gunma
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As espécies Gonatodes humeralis e Kentropyx calcarata foram selecionadas para
as analises filogeograficas por terem sido as mais bem representadas na amostragem
obtida (Anexo 1). Um total de 49 espécimes de Gonatodes humeralis € 32 de Kentropyx
calcarata foram analisados neste estudo (Tabela 2), incluindo material procedente do
leste e oeste do Rio Tocantins, sul do Amapa, Ilha do Marajé e de uma populacéo
externa a area focal do estudo, o Parque Nacional da Amazonia, Municipio de Itaituba,

Para.

Tabela 2. Nimero de exemplares por area de cada uma das espécies estudadas.

Espécie Localidade Total
Sul do I1ha do Oestedo  Leste do Itaituba
Amapa Marajé  Tocantins Tocantins
Gonatodes humeralis 14 8 12 8 7 49
Kentropyx calcarata 6 4 4 11 7 32

Procedimentos Laboratoriais
A extragdo do DNA foi obtida através do método fenol-cloroférmio,
seguindo os procedimentos-padrdes de Sambrook er al. (1989). O fragmento do gene
mitocondrial COl de cada amostra foi amplificado através de reacdo em cadeia da
polimerase — PCR, num volume total de reacdo de 50 ul contendo 10 ng de DNA
genémico, 1,0 mM de cada DNTP, 1,5 mM de MgCl,, 1 unidade de Tag DNA
polimerase e 10 pmol de cada um dos iniciadores A7988 e F7308 (Palumbi, 1996). O
perfil de amplificacdo consistiu de trinta ciclos compostos dos seguintes passos: 1 minuto
a 94°C; 1 minuto e 30 segundos a 60°C; e 1 minuto a 72°C, sendo estes precedidos por
um passo inicial de 5 minutos a 94°C para a homogeneizacao da temperatura do bloco e
seguidos por um passo final de 10 minutos, a 72°C para polimerizacdo de eventuais
moléculas das quais a polimerase tenha se dissociado antes do final da sintese total do
fragmento.
Os produtos das amplificacdes foram sequienciados no analisador automatico de
DNA MegaBace (GE Healthcare) usando o DYEnamic ET Dye Terminator kit (GE

Healthcare), de acordo com as especificagdes do fabricante. Para confirmar as mutac6es
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observadas, cada amostra foi seqlienciada com ambos os iniciadores, direto e reverso. As
seqliéncias nucleotidicas obtidas foram editadas e alinhadas no programa BioEdit (Hall,
1999). Para verificar a possivel amplificacdo de pseudogenes através da presenca de
cddons de parada na matriz de leitura da proteina COI, todas as sequéncias foram
traduzidas em seqliéncias de aminoacidos com auxilio do programa DnaSP 4.10.3 (Rozas
& Rozas, 2003).

Andlises Estatisticas
Diversidade Geneética e Histdria Demogréfica

O programa DnaSP 4.10.3 (Rozas & Rozas, 2003) foi utilizado para calcular os
niveis de polimorfismo dentro das populaces e testar a probabilidade de evolugdo neutra
das sequéncias nucleotidicas. Os niveis de variabilidade genética foram quantificados
pela diversidade de nucleotideos (z) e haplétipos (#). Em funcdo do baixo numero
amostral de cada populacdo, utilizou-se o teste estatistico R, (Ramos-Onsins & Rozas
2002) para se detectar possiveis eventos de expansdo demogréafica recente. R, leva em
consideracdo o numero de mutagdes Unicas e a diversidade nucleotidica, sendo esperado
baixos valores de R, num cenario de expansdo populacional recente. A significancia desse
teste foi determinada baseando-se em 1000 simulacdes de coalescéncia sob um modelo
de tamanho populacional constante, associado a tamanhos amostrais e estimativas de 9 (=
4Nep) empiricos.

Adicionalmente, a distribuicdo das diferencas entre pares de sequéncias foi
calculada para comparar as historias demograficas das populagdes. Realizada no
programa DnaSP 4.10.3 (Rozas & Rozas, 2003), esta analise tem como objetivo testar o
modelo de expansdo populacional “explosiva” formulado por Rogers & Harpending
(1992), no qual populagdes que apresentam uma distribuicdo de diferencas entre pares de
nucleotideos unimodal experimentaram uma fase de expansdo demografica recente, ao
passo que populagdes com distribuicdes multimodais sdo demograficamente estaveis,

tendo atingido um equilibrio entre deriva genética e mutacéo.
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Diferenciacao Genética

O programa Arlequin 3.11 (Schneider et al., 2000) foi utilizado para medir a
diferenciacdo genética entre as populacBes através da andlise de varidncia molecular
(AMOVA) e das estimativas de Fst (Wright, 1931) para pares de populagdes. A AMOVA
usa freqliéncias genotipicas e a quantidade de mutagdes entre diferentes haplotipos para
testar a significancia dos componentes de variancia associados a trés niveis hierarquicos
de estrutura genética populacional: (1) intra-populacional, (2) inter-populacional entre
populacdes de um mesmo grupo e (3) entre populagdes de dois grupos diferentes
(Excoffier et al., 1992). O indice de fixacdo (Fs¢) foi elaborado para caracterizar o grau
de diferenciacdo genética entre subpopulacBes e € igual a reducdo do numero de

heterozigotos esperados em um cruzamento ao acaso.

Analises filogenéticas

As relages filogenéticas entre as populacdes foram avaliadas pela
construcdo de arvores ndo enraizadas usando-se 0os métodos de méxima parciménia (MP)
e maxima verossimilhanca (MV), com analises conduzidas no programa PAUP 4.0d
(Swofford, 1998). O apoio estatistico para os clados hipotéticos foi obtido pela analise de
bootstrap (Felsenstein 1985), com 1000 replicacfes tanto para MP quanto para MV.

Pelo método de maxima parcimdnia, os cladogramas séo construidos para todos
os sitios informativos do banco de dados e ao final a arvore mais parcimoniosa €
selecionada dentre todas as obtidas. O cladograma mais parcimonioso é aquele que requer
0 menor nimero possivel de mudancas evolutivas para explicar toda variagdo obtida entre
seqiiéncias sob comparacdo. Este nimero minimo de mudangas (ou passos) €
denominado de escore da arvore. Para esta analise usou-se um algoritmo de busca
heuristica com 50 adicdes de seqliéncias ao acaso e pesos iguais para as transicdes e
transversoes.

A andlise MV foi feita seguindo-se o modelo evolutivo especificado pelo
programa MODELTEST 3.0 (Posada & Crandall, 1998), em uma anédlise prévia dos
dados. O objetivo da MV em inferéncias filogenéticas € avaliar a probabilidade de que

um determinado modelo de mudangas evolutivas possa explicar a origem dos dados
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observados. Na metodologia de MV, os modelos de mudangas evolutivas sdo avaliados
quanto a sua probabilidade de explicar um conjunto de dados de forma que reflita a
historia evolutiva mais proxima da realidade, ou seja, a histéria mais verossimil.

A relacdo entre os hapldtipos foi, adicionalmente, analisada pela construgdo de
uma rede de haplétipos através do programa Network 4.2.0.1 (Fluxus Technology Ltd. at

www.fluxus-engineering.com) e de estimativas de distancias ndo corrigidas entre pares

de seqliéncias, obtidas com auxilio do programa PAUP 4.0d (Swofford, 1998).

4. Resultados
Diversidade Genética

Foram obtidos 611 nucleotideos do gene mitocondrial COI de cada um dos 49
espécimes de Gonatodes humeralis € 546 nucleotideos de cada um dos espécimes de
Kentropyx calcarata. No alinhamento das sequéncias das duas espécies ndo foram
observados codons de parada nem insercdes e delecbes (indels), e a composi¢do
nucleotidica para Gonatodes humeralis foi constituida de 22,81% de adenina, 28,64% de
citosina, 19,59% de guanina e 28,96% de timina (X? = 2,71, G.L. = 69, P = 1), enquanto
para Kentropyx calcarata estes valores foram iguais a, respectivamente, 27,24%, 21,96%,
17,77% e 33,02% (X* =5,26, G.L. = 33, P = 0,99).

Dentre as 49 sequéncias de G. humeralis foi observado um total de 51 sitios
polimorficos, dos quais 49 sitios foram informativos para a parcimdnia, perfazendo um
total de 24 haplétipos (Figura 2). Em K. calcarata ocorreram 81 sitios polimérficos,
todos informativos para a parcimonia, distribuidos entre 12 haplotipos (Figura 3).

Na analise de G. humeralis 0 menor nivel de diversidade nucleotidica (0,17%, no
leste do Tocantins) foi aproximadamente cinco vezes menor que o maior (0,90%, no
oeste do Tocantins), enquanto na analise de K. calcarata, esta diferenga, desconsiderando
o leste do Tocantins onde ndo foi observado polimorfismo, foi de quase trinta vezes entre
Maraj6 (0,09%) e ltaituba (2,67%). Para ambas as espécies, as populacbes do leste do
Tocantins foram responsaveis pela menor diversidade haplotipica. Em G. humeralis 0s
valores da diversidade haplotipica se mostraram mais homogéneos que aqueles de
diversidade nucleotidica, enquanto em K. calcarata eles se mostraram mais heterogéneos
(Tabelas 3 e 4).
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111111122222222233333333334444444555555555555  Frequéncia
357789012344701456777913445577892245689000024678999 absoluta
153684614925287108147234365839271727649125841273123 Ap Mj OT LT Pn

H 1  GGGGGAACGTGCGTACTGTGTTCCACATTTACCACTTGCGCTTCGGTTTAA 05

H o2 e e e e e Counn. Ao.... 01

T TN Ao.... 04

T S Coeeeeen 02

H5 @ eeieeeen-. N R 02

H6 A....GGA......... A.A.C..... C..GTTT...A...C.Toe..... 04

H7 A....GGA......... A.A.C..... C..G.TT....... Coeeeeeen 01

H8 A....GGA......... A.A.C..... C..GTT. .. . CC..AC.... 01

HO A....GGA......... ACA.C..... C..GTTT...A...Couurn... 01

H 10 A....GGA......... ACA.C..... C..GTTT...A...C.T....... 01

H 11 A..A.GGA....A...CA.A.C..... C.CO.Teeunni. CC..AC.... 01

H 12 A..A.GGA....A...CA.A.C..... C.C6.T..C..... CC..AC.... 06

H 13 ....AG.A....A...C..A.C..... C..G.T.Tuu. .. Coeeeeen 02

H 14 A..A.GGA....A...CA.A.C..... C.C6.T..C..... CC.AAC.... 01

H15 AeooGuAucoeeaae... Counnn C..G.TT...A.LAC..oo.... 01

H 16 A..A.GGA....A...CA.A.C..... C.CG.T..C..... C...AC.... 01

H 17 A.CA.G.A..... CTT.A.A.C..... C..G.TT..C.T..CC..A..... 02

H 18 A.CA.G.A..... CTT.A.A.C..... C..G.TT..C.T..C...A..... 04

H 19 A.CA.G.A..... CTT.A.A.C..... C..G.TT..C.T..Ceeeenn.. 01

H 20 A.CAAG.A..... CTT.A.A.C..... C..G.TT..C.T..CC..A..... 01

H 21 AA...G.A.C...C..... AGCTTGTGC. .G.TC....T..C..C..AGGC 01
H 22 AA...G.A.C...C..... AGCTTGTGC. .G.TC....T..C..C...GGC 01
H 23 AA...G.AACA..C..... AGCTT..GCC.G.TC....T..C..A..AGGC 03
H 24 AA...G.AACA..C..... AGCTT..GC..G.TC....T..C..A..CGGC 02

Figura 2 — Mapa de sitios polimdrficos e de fregiiéncia absoluta de haplétipos em 611
nucleotideos do gene mitocondrial COIl de 49 espécimes de Gonatodes humeralis da
Amazonia oriental. Excetuando-se os sitios sombreados todos 0s outros sdo informativos
para a parciménia. Ap = Sul do Amapa, Mj = llha do Marajd, OT = Oeste do Tocantins,

LT = Leste do Tocantins e It = ltaituba.
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H.1  CCATCTCAGCTCGGGGTACCCCTACGTTTCTCTGAAGAATGACCGCATCACTGGTTGCATCCGGTCTCCCTTCCTTCTCCTTT 03

I N 01
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N | P C e e e e e e e 01

H 5 AT.CTC..ATC.AAAA_.GTTTTCG.A..CTCTAA._A._CAGTTAT.C..TCAACC..GCTT.AAT....C...C.T.TTC.C 02

H 6 AT.CTCTGATC.AAA...TTTTCG.AC.CTCTAA._A._.CAG.TAT.C..TCAAC...GCTT.. AT ... .... CCT.TTC.C 02

H 7 AT.CTC.GATC.AAA...TTTTCG.A..CTCTAA._A._.CAG.TAT.C.GTCAAC...GCTT._AT...T.C.TC.T.TTC.C 03

H 8 AT.CTC.GATC.AAA...TTTTCG.AC.CTCTAA..A..CAG.TAT.C.GTCAAC...GCTT._AT...T.C.TC.T.TTC.C 01

H 9 AT.CTC.GATC.AAA...TTTTCG.A..CTCTAA..A..CAG.TA..C.GTCAAC...GCTT..AT...T.C.TC.T.TTC.C 11
H_10 ATTCT...ATCTAAAAC.TTTTCG.A..CTCTAATGT..CAGTTATGCT. .CAA.C. .GCTT.AAT- ... ... CCT.TTC.C 03
H 11 AT..T...ATCT.AAA..TTTTCG.A.CCTCTAA. .AGGCAG.TAT.CT..CAACC.TG.TTAAATCTT...T...TCTTCC. 02
H_ 12 AT.CT...ATCTAAAA._TTTTCG.A.CCTCTAA..AGGCAG.TAT.CT. .CAACCATG.TTAAATCTT...T...TCTTCC. 02

Figura 3- Mapa de sitios polimorficos e de frequéncia absoluta de haplotipos
em 546 nucleotideos do gene mitocondrial COI de 32 espécimes de Kentropyx
calcarata da Amazonia. Todos os sitios polimorficos séo informativos para a
parciménia. Ap = Sul do Amapa, OT = Oeste do Tocantins, Mj = Ilha do

Marajo, LT = Leste do Tocantins e It = Itaituba.

Tabela 3— Diversidade genética (+ DP) e testes de neutralidade para 611 pb do gene
mitocondrial COl de Gonatodes humeralis da AmazoOnia oriental. =7 = Diversidade
nucleotidica; # = Diversidade haplotipica; P = probabilidade do valor de R, ser menor ou
igual ao observado, baseado em 1000 simulacfes de coalescéncia. Ap = Amapa, Mj =

Marajo, OT = oeste do Tocantins, LT = leste do Tocantins, It = Itaituba.

Diversidade Teste de neutralidade
Populacéo 11 h R>(P)
Ap (n=14) 0,0019 + 0,0003 0,80 + 0,07 0,14 (0,25)
Mj (n = 8) 0,0043 + 0,0015 0,79+0,15 0,19 (0,40)
OT (n=12) 0,0090 +0,0029 0,76 £ 0,12 0,15 (0,48)
LT(h=8)  0,0017+0,0005 0,75+ 0,14 0,17 (0,09)
It (n=7) 0,0060 +0,0015 0,81 +0,13 0,24 (0,80)




Tabela 4 — Diversidade genética (£ DP) e testes de neutralidade para 546 pb do gene
mitocondrial COl de Kentropyx calcarata da Amazonia oriental. = = Diversidade
nucleotidica; H = Diversidade haplotipica; P = probabilidade do valor de R, ser menor ou
igual ao observado, baseado em 1000 simulagBes de coalescéncia. Ap = Amapa, Mj =

Marajo, OT = oeste do Tocantins, LT = leste do Tocantins, It = Itaituba.

Diversidade Teste de neutralidade
Populacéo 11 H R>(P)
Ap (n =06) 0,0020 + 0,0005 0,80 +0,17 0,27 (0,63)
Mj (n = 04) 0,0009 + 0,0005 0,50 + 0,27 0,43 (1,00)
OT (n=04) 0,0122 + 0,0037 0,67 +£0,20 0,33(0,72)
LT (n=11)* - - -
It (n=07) 0,0267 + 0,0050 0,76 £ 0,12 0,28 (0,97)

(P) ¢é a probabilidade do valor de R, ser menor ou igual ao observado, baseado em 1000
simulagGes de coalescéncia.

* Auséncia de polimorfismo

Relacdes Filogeogréficas e Diferenciacdo Genética

Em Gonatodes humeralis, a analise de maxima parcimonia gerou uma arvore com
70 passos (indice de consisténcia = 0,77 e indice de retencdo = 0,91). Para a andlise de
maxima verossimilhanca, o programa MODELTEST 3.0 (Posada & Crandall, 1998)
selecionou 0 modelo de substituicio TrN + | (-InL = 1289.04) com as seguintes
frequéncias empiricas de bases: A = 0,2350; C = 0,2890; G = 0,1898 e T = 0,2862; taxas
de substituicdo: [A - C] =1; [A - G] =12,0606; [A-T]=1,[C-G]=1,[C-T] =
7,3517 e [G — T] = 1; e proporcdo de sitios invariaveis de 0,8458.

O mapa de sitios polimorficos do gene COl em G. humeralis é apresentado na
Figura 2. As andlises de MP e MV produziram &rvores com topologias idénticas,
sugerindo a existéncia de cinco clados filogenéticos: (1) ITAITUBA, (2) Amap4, (3) leste
do Tocantins, (4) oeste do Tocantins — haplotipos 11, 12, 14 e 16, e (5) Marajo -
haplotipos 6, 9 e 10 (Figuras 4 e 5). Estes resultados foram coerentes com a rede de

haplotipos (Figura 6), indicando ser a populacdo da Ilha do Marajo parafilética e a do
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oeste do Tocantins polifilética. Ainda que o ndo enraizamento da arvore ndo permita
dizer com certeza, ha a possibilidade de que os haplotipos 11, 12, 14 e 16, do oeste do
Tocantins, tenham se originado a partir dos haplétipos da Ilha do Marajo.

Examinando as distancias ndo corrigidas entre os haplétipos (Tabela 5), observa-
se que as populagdes do Marajo, oeste do Tocantins e Itaituba mostram algumas medidas
similares a de algumas comparacdes entre haplotipos de diferentes populacdes. Estes
resultados corroboram os resultados das analises anteriores, refletindo a maior

diversidade haplotipica nessas areas.
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Figura 4 — Arvore ndo enraizada de MP (70 passos, IC = 0,77, IR = 0,91) para os
haplétipos obtidos de 611 pb do gene mitocondrial COI de cinco populacbes de
Gonatodes humeralis da Amazonia oriental. H1 - H5 = Amapa, H6 - H10 = Marajé, H11
— H16 = oeste do Tocantins, H17 — H20 = leste do Tocantins e H21 — H24 = Itaituba.
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Figura 5—- Arvore ndo enraizada de MV (-InL = 1289.04) para os haplétipos obtidos de
611 pb do gene mitocondrial COIl de cinco populagdes de Gonatodes humeralis da
Amazonia oriental. H1 - H5 = Amapa, H6 - H10 = Marajé, H11 — H16 = oeste do
Tocantins, H17 — H20 = leste do Tocantins e H21 — H24 = Itaituba.
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H_23

Figura 6- Rede de haplétipos obtidos de 611 pb do gene mitocondrial COI de cinco
populacdes de Gonatodes humeralis da Amazonia oriental. Os circulos da cor verde
correspondem aos haplétipos da populagdo do Amapa, em preto da Ilha do Marajo, em

branco do oeste do Tocantins e em cinza do leste do Tocantins e em azul de Itaituba.
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Tabela 5 — Distancia p ndo corrigida, em porcentagem, entre os diferentes hapl6tipos
obtidos a partir de 611 pb do gene COI de 5 populagdes de Gonatodes humeralis da
Amazonia oriental. H1 - H5 = Amapa, H6 - H10 = Marajo, H11 — H16 = oeste do
Tocantins, H17 — H20 = leste do Tocantins e H21 — H24 = Itaituba. Os valores

sombreados referem-se as comparacdes intrapopulacionais.

H H. H. H. H_ H_ H_ H_ H_ H_ H_ H

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

| R PR PR P P I P R |
A wN

NNRNNRNEE R BB R PR R oo~

ITIITIIITIT I T T ITITITIITIIIITITIT
ARWNRPOOWON Ul A WN RO

0,30

0,20 0,20

0,20 0,50 0,30

0,20 0,50 0,30 0,30

250 290 2,70 2,30 2,70

2,00 2,30 2,20 1,80 2,20 0,50

2,50 2,50 2,30 2,30 2,70 1,00 0,80

250 290 2,70 2,30 2,70 0,30 0,50 1,00

2,70 3,00 2,90 250 2,9 020 0,70 1,20 0,20

3,00 3,00 2,9 29 320 1,80 1,30 080 1,80 2,00

3,20 3,20 3,00 3,00 3,40 2,00 150 1,00 2,00 2,20 0,20

2,00 230 220 1,80 220 1,80 1,30 1,80 1,80 2,00 1,70 1,80

3,40 340 320 320 360 220 1,70 120 2,20 230 0,30 0,20 2,00

1,80 2,20 200 1,70 2,00 1,00 080 1,70 1,00 1,20 220 230 1,50 2,550

3,00 3,00 29 29 320 180 1,30 120 1,80 2,00 030 020 1,70 0,30 220

3,40 340 320 320 350 220 1,70 1,80 2,20 230 200 220 2,70 230 220 230

3,20 3,20 3,00 3,00 3,40 2,00 1,50 2,00 200 220 220 230 250 250 2,00 220 0,20

3,00 3,40 320 2,80 320 180 1,30 220 1,80 2,00 2,30 250 2,30 2,70 1,80 2,30 0,30 0,20

350 350 340 340 3,70 2,30 1,80 200 230 250 220 230 250 250 230 250 0,20 0,30 0,50

420 4,60 4,40 4,10 440 350 3,00 3,70 350 3,70 4,20 440 350 440 320 420 3,70 3,50 3,40 3,90
410 4,40 4,20 3,90 4,20 3,40 2,80 3,50 3,40 350 4,10 420 3,40 4,20 3,00 4,10 3,50 3,40 3,20 3,70 0,20
4,40 480 460 4,20 460 3,70 3,20 390 3,70 3,90 4,40 460 3,70 4,40 3,40 440 3,90 3,70 3,550 4,10 1,00
420 4,60 4,40 4,10 440 350 300 3,70 3,550 3,70 4,20 440 350 420 320 4,20 3,70 3,50 3,40 3,90 1,00

Em Kentropyx calcarata a analise de maxima parcimonia gerou uma arvore com
97 passos (indice de consisténcia = 0,87 e indice de retencdo = 0,93). Para a analise de
maxima verossimilhanca, o programa MODELTEST 3.0 (Posada & Crandall, 1998)
selecionou 0 modelo de substituicdo TIM + | (-InL = 1194.01) com as seguintes
frequéncias empiricas de bases: A = 0,2669; C = 0,2184; G = 0,1801; T = 0,3346; taxas
de substituigdes: [A — C] = 1; [A — G] = 329883,1875; [A — T] = 22512,5488; [C - G] =
22512,5488; [C — T] = 615784,5625; [G — T] = 1, e proporcéo de sitios invariaveis de
0,6562.

O mapa de sitios polimérficos do gene COl em K. calcarata € apresentado na
Figura 3. As topologias das arvores de MV e MP (Figuras 7 e 8) foram similares,
sugerindo a existéncia de trés clados filogenéticos: (1) Amapa; (2) Itaituba, haplétipos
11 e 12; e (3) Ilha do Marajo + leste do Tocantins. A relagdo dos dois hapl6tipos
encontrados a oeste do Tocantins, assim como do haplétipo 10, de Itaituba, € incerta.

A rede de haplotipos (Figura 9) corrobora esses resultados, indicando uma

separacao clara dos haplétipos do Amapa com os demais. A relacdo entre os haplétipos
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do leste do Tocantins e Ilha do Marajo € linear, indicando nitida ligacdo temporal entre
eles. Considerando as distancias genéticas entre haplétipos de diferentes populagdes
(Tabela 6) a maior similaridade genética esta entre Marajo e leste do Tocantins, cujas
distancias equivalem aquelas entre haplétipos de uma mesma populagéo. Os haplotipos
do oeste do Tocantins apresentam menores distancias em relacdo aos haplétipos da Ilha
do Marajo, enquanto o haplétipo H10, de Itaituba, apresenta a menor distancia em
relacdo ao haplétipo H6, do oeste do Tocantins. As distancias entre os hapl6tipos do
Amapé e de outras populagcbes sdo bastante elevadas quando comparadas as distancias

entre outras populac6es e com os dados de G. humeralis.
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Figura 7— Arvore ndo enraizada de MP (97 passos, IC = 0,87, IR = 0,93) para 0s
haplotipos obtidos de 611 pb do gene mitocondrial COIl de cinco populacdes de
Kentropyx calcarata da Amazo6nia oriental. H1 — H4 = Amap4, H5 — H6 = oeste do

Tocantins, H7 — H8 = Marajé, H9 = leste do Tocantins e H10 — H12 = Itaituba.
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Figura 8 — Arvore ndo enraizada de MV (-InL = 1194.01) para os haplétipos obtidos de

546 pb do gene mitocondrial COI de cinco populagdes de Kentropyx calcarata da

Amazénia oriental. H1 — H4 = Amap4, H5 — H6 = oeste do Tocantins, H7 — H8 =

Maraj6, H9 = leste do Tocantins e H10 — H12 = Itaituba.
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Figura 9- Rede de hapl6tipos obtidos de 546 pb do gene mitocondrial COIl de cinco
populacbes de Kentropyx calcarata da Amazonia oriental. Os circulos da cor verde
correspondem aos haplétipos da populacdo do Amapa, em preto da Ilha do Marajé, em

branco do oeste do Tocantins, em cinza do leste do Tocantins e em azul do ltaituba.

Tabela 6 — Distancia p ndo corrigida, em porcentagem, entre os diferentes haplotipos
obtidos a partir de 546 pb do gene COI de 5 populagbes de Kentropyx calcarata da
Amazénia oriental. H1 — H4 = Amap4, H5 — H6 = oeste do Tocantins, H7 — H8 =
Marajo, H9 = leste do Tocantins e H10 — H12 = Itaituba. Os valores sombreados

referem-se as comparagdes intrapopulacionais.

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 HS8 H9 H10 H.11
H2 0,20
H3 020 040
H4 040 020 020
H5 11,20 11,40 11,00 11,20
H_6 10,70 11,00 1050 10,70 1,90
H.7 11,00 11,20 10,70 11,00 2,10 1,30
H.8 11,20 11,40 11,00 11,20 220 1,10 0,20
H9 10,70 11,00 1050 10,70 2,20 150 0,20 0,40
H 10 11,80 12,00 1160 11,80 2,60 340 400 420 420
H 11 11,90 12,10 1160 11,90 440 520 540 560 560 4,80
H 12 12,60 12,80 1230 1260 420 500 520 540 540 460 0,60

Tanto para G. humeralis quanto para K. calcarata a AMOVA mostrou uma
divergéncia estatisticamente significativa em todas as combinacfes de grupos testadas,
incluindo as cinco populagdes juntas (Tabelas 7 e 8), e na analise entre pares de

populacdes (Tabelas 9 e 10).

Tabela 7 — Andlise da variancia molecular — AMOVA, baseada no gene mitocondrial
COl, indicando variabilidade genética entre e dentro de cinco populacdes de Gonatodes
humeralis da Amazonia oriental. Ap = Amapa, Mj = Marajo, OT = oeste do Tocantins,

LT = leste do Tocantins, It = Itaituba.

Grupos Fst Fsc Fet % de variacdo
entre Dentro das entre
grupos  populages populacBes
dentro dos

grupos
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{Ap, Mj, OT, LT, Pn} 0,843 - - - 15,70 84,30 < 0,001
{Mj, OT, Pn}, {LT}, {Ap} 0846 0835 0064 636 15,45 78,20 < 0,001
{Pn, OT}, {LT}, {MJ}, {Ap} 0838 0878 -0331 -33.15 16,16 116,99 < 0,001
{Mj, LT}, {Pn},{OT}, {Ap} 0846 0783 0290 29,05 15,39 55,56 < 0,001

Tabela 8- Anélise da variancia molecular — AMOVA, baseada no gene mitocondrial
COl, indicando variabilidade genética entre e dentro de cinco populactes de Kentropyx
calcarata da Amaz6nia oriental. Ap = Amapa, Mj = Marajd, OT = oeste do Tocantins,
LT = leste do Tocantins, It = Itaituba.

Grupos Fst Fsc Fet % de variacdo P

entre dentro das entre

grupos  populacbes  populacte

s dentro
dos grupos

{Ap, Mj, OT, LT, Pn} 0,866 - - - 13,41 86,59 < 0,001
{Mj, OT, Pn}, {LT}, {Ap} 0,879 0,746 0,522 52,22 12,13 35,65 < 0,001
{Pn, OT}, {LT}, {MJ}, {Ap} 0,871 0,727 0,527 52,68 12,91 34,41 < 0,001
{Mj, LT}, {Pn}, {OT}, {Ap} 0,879 0,075 0,869 86,92 12,11 0,98 < 0,001

Tabela 9 — Estimativas de Fisz entre pares de populacdes de Gonatodes humeralis da
Amazobnia oriental. OT = oeste do Tocantins, LT = leste do Tocantins. Todos os valores

foram significativos (P < 0,05).

Amapa Marajo oT LT
Marajo 0,89
oT 0,81 0,59
LT 0,94 0,85 0,74
Itaituba 0,92 0,85 0,81 0,90

Tabela 10 — Estimativas de Fst entre pares de populagdes de Kentropyx calcarata da
Amazobnia oriental. OT = oeste do Tocantins, LT = leste do Tocantins. Todos os valores
foram significativos (P < 0,05).

Amapa Maraj6 oT LT
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Marajo 0,98

oT 0,94 0,60
LT 0,99 0,90 0,83
Itaituba 0,86 0,63 0,45 0,77

Histéria Demografica

Embora ndo tenham sido observados valores de R, estatisticamente
significativos, ou seja, pelo teste R, ndo foi possivel detectar sinais de expansao
populacional recente, distribuicBes “mismatch” unimodais foram observadas para as
populacdes do Amapa e leste do Tocantins de G. humeralis € Amapa e Marajo de K.
calcarata (Figuras 10 e 11), o que indicariam expansdo demografica recente para estas
populacOes. Esta discrepancia pode ser uma funcéo dos baixos tamanhos amostrais. Por
outro lado, distribui¢cbes multimodais foram observadas para as populacdes do Marajo
de G. humeralis e oeste do Tocantins e Itaituba de ambas as especies, sugerindo
populacdes estaveis ou que incluem linhagens previamente separadas geograficamente.
Como esperado, o conjunto de todas as populacbes apresenta uma distribuicdo
mismatch multimodal. Este padrdo de distribuicdo € confirmado, por exemplo, pelos
dados de amostragem no oeste do Tocantins, onde os dois conjuntos de haplétipos
correspondem a amostras de duas ilhas diferentes da Baia de Caxiuand. Das amostras de
G. humeralis do ltaituba, o hapl6tipo 22 é de um individuo amostrado num ponto
diferente dos outros que apresentam os haplotipos 21, 23 e 24, 0 mesmo ocorre para 0
haplotipo 12 que é diferenciado dos 10 e 11 de K. calcarata do mesmo parque,

reforcando a visdo da presenca de linhagens genéticas distintas.
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Figura 10 — Distribuicdo “mismatch” baseada em sequiéncias do gene mitocondrial COI

de cinco populagbes Gonatodes humeralis da Amazbnia oriental. a) todas as

populacBes, b) Amap4, c) Marajd, d) oeste do Tocantins, €) leste do Tocantins e f)

Itaituba.
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Figura 11 — Distribuicdo das diferencas entre pares de sequéncias do gene mitocondrial
COl de Kentropyx calcarata da Amazonia oriental. a) todas as populacgdes, b) Amapa,

c) Marajo, d) oeste do Tocantins, €) Itaituba.

5. Discusséo
O sinal filogeografico do gene citocromo oxidase |

Embora o COI tenha sido raramente utilizado para esta finalidade, a variacao
observada entre sequéncias de populagdes de G. humeralis e K. calcarata indicam que
ele € um marcador util para andlises filogeograficas, o que corrobora os resultados de
Cho et al. (2007) que, usando a mesma regido do COI analisada neste estudo, também
encontraram evidéncias de estrutura genética e de fluxo génico em populacbes do
bivalvo Scapharca broughtonii.

Provavelmente devido aos diferentes tempos de divergéncia entre esses grupos,
as distancias genéticas entre os haplétipos de G. humeralis € K. calcarata foram, em
média, duas e seis vezes, respectivamente, maiores que aquelas observadas no trabalho
de Cho et al. (2007). Os responsaveis por estes valores foram as populag¢@es do Itaituba
para G. humeralis € do Amapa para K. calcarata. Esta Gltima pode estar indicando uma
diversidade criptica nessa espécie, uma vez que seus niveis de distancia genética
(Kimura 2 parametros - K2P), em relacdo as outras populagdes, variaram de 10,5 a
12,8%.

Usando a mesma regido do COIl deste estudo, Kasapidis et al. (2005)
observaram valores de distancias (p ndo corrigida) variando de 1,2 a 21,6% entre
haplotipos de diferentes populagbes de Cyrtopodion kotschyi (Gekkonidae, Saquamata),
uma espécie que exibe ampla diferenca morfoldgica associada as diferentes localizagdes
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geogréficas, e que tem pelo menos 25 subespécies conhecidas, 16 delas presentes no
Arquipélago de Aegean (Baran & Gruber, 1982; Beutler & Gruber, 1977).

Com relacdo a estes valores, Jhons & Avise (1998) detectaram distancias
genéticas (K2P) variando de 9 a > 25% entre seqliéncias de citocromo b de espécies
congenéricas de répteis. Tavares & Baker (2008) observaram distancias médias (K2P)
entre entidades taxondmicas possivelmente distintas de aves variando de 0,95 a 4,03%.
E sabido que as distancias genéticas entre géneros e familias de aves sdo mais baixas
que aquelas de peixes, anfibios, répteis e mamiferos (Jhons & Avise, 1998), mas estas
observagdes no minimo apoiam a necessidade de maiores estudo para a avaliacdo dos

niveis de diversidade nos lagartos deste estudo.

Diversidade Genética e Mudancas Demograéficas

Dada a escassez de dados de diversidade genética ndo é possivel afirmar que
este seja um padrdo entre os lagartos amazonicos, mas de maneira geral os resultados
deste estudo mostram que, a excecdo das populacdes do Marajo, 0s niveis de
diversidade nucleotidica de ambas as espécies conformam um padrdo de menor
diversidade para as populacGes do Amapa e leste do Tocantins e de maior diversidade
para as populagdes do oeste do Tocantins e Itaituba.

Embora a contradicdo observada para o0 Marajo, isto &, diversidade nucleotidica
moderada para Gonatodes humeralis e reduzida para Kentropyx calcarata, possa ser um
resultado de diferentes historias evolutivas e demograficas, em que o padrdo de
diversidade observado pode representar a manutencdo da diversidade tipica das
populacbes fundadoras ou o resultado de efeitos diferenciais de processos evolutivos
como deriva genética e migracdo, ela deve ser mais provavelmente um efeito dos
diferentes tamanhos amostrais das duas espécies.

Isso porque, apesar do mapa de sitios polimdrficos ndo mostrar tdo claramente a
presenca de diferentes linhagens genéticas na populacdo marajoara de G. humeralis, iSto
é sugerido pelo seu respectivo grafico de distribuicdo “mismatch”. Zhang & Jiang
(2006), na analise de populagdes de gazelas tibetanas (Procapra picticaudata),
observaram distribuicBes “mismatch” semelhantes as deste estudo, e atribuiram o
resultado ao contato secundario de linhagens genéticas previamente isoladas. Os altos
niveis de diversidade haplotipica das populacdes do Marajo (G. humeralis), oeste do
Tocantins e Itaituba, associados a seus respectivamente altos niveis de diversidade

nucleotidica, corroboram os gréaficos de distribuicdo “mismatch”, sugerindo mais
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provavelmente um contato secundario entre linhagens alopatricas previamente
separadas ou, menos provavelmente, a manutengdo de grandes tamanhos populacionais
por um longo periodo de sua histéria evolutiva. Grant & Bowen (1998) atribuiram a
mesma explicacdo para a observacdo de semelhante padréo de diversidades nucleotidica
e haplotipica em anchovas européias (r = 1,6%, » = 0,86) que tinham um par de
linhagens mitocondriais divergentes, provavelmente originadas no isolamento.

Em relacdo as populacbes do leste do Tocantins, a baixa diversidade
nucleotidica da populacdo de Gonatodes humeralis € a completa auséncia de
polimorfismo de Kentropyx calcarata podem ser explicadas por dois fatores isolados ou
mais possivelmente pela interacdo deles: (1) diferentemente da amostragem das outras
populacbes, que foram correspondentes a varios pontos, a amostragem a leste do Rio
Tocantins foi realizada em um U0nico ponto, o parque Gunma, um fragmento
remanescente de floresta, que por seu isolamento pode estar favorecendo a
homogeneidade genética destas populacfes, (2) a regido a leste do Rio Tocantins
corresponde a por¢do mais degradada da Amazonia, o que possivelmente conduziu sua
fauna a pobreza de diversidade genética em funcdo de um declinio populacional
generalizado.

Miranda et al. (2007), analisando duas espécies de aves endémicas da regido a
leste do Rio Tocantins, também observou uma reduzida diversidade genética para
ambas as espécies nos diferentes pontos de amostragem, incluindo o Parque Gunma.
Isto sugere que, como um reflexo do maci¢o desmatamento que ocorreu na Amazonia
oriental, baixos niveis de diversidade genética da fauna associada sejam atualmente um
padrdo, 0 que aponta para a necessidade de definicdo de politicas publicas que visem
sua conservacao.

A explicacdo para a baixa diversidade nucleotidica das populagdes a leste do Rio
Tocantins ndo é plausivel para a populacdo do Amap4, que esta localizada fora do Arco
do Desmatamento, assim € provavel que seus niveis de diversidade sejam mesmo
resultantes de processos historicos e demogréaficos que afetaram estas populacdes. Isto
deve incluir, ap6s um ou véarios eventos de gargalo, uma recente expansdo populacional
ocorrida ndo s6 para as populaces do Amapa de ambas as espécies como também para
aquela de G. humeralis do leste do Tocantins. Apesar da falha do teste de Ramos-Onsis
& Rozas (2002), duas linhas de evidéncias apontam para este cendrio: (1) os baixos

niveis de diversidade nucleotidica associados a elevados niveis de diversidade

42



haplotipica, como sugerido por Grant & Bowen (1998) para alguns peixes marinhos, (2)

distribuicdo “mismatch” unimodal.

Diferenciacdo Genética e a Hip6tese de Mudanca de Curso do Rio Tocantins

A despeito dos baixos tamanhos amostrais, os resultados das andlises de
diferenciacdo genética deste estudo, onde os niveis de variabilidade entre popula¢des
excedem em muito aqueles dentro das populacfes, associados a completa auséncia de
haplotipos compartilhados, séo evidéncias de que as cinco populagdes de G. humeralis €
de K. calcarata aqui estudadas sdo geneticamente estruturadas. Isso indica um baixo ou
mais provavelmente inexistente fluxo génico entre elas, isto porque, em teoria, um fluxo
génico da ordem de um individuo por geracdo seria suficiente para a homogeneizacao
genética entre populagdes de localidades geogréaficas distintas (Hartl & Clark, 1989).

Neste contexto, as relacdes filogeograficas aqui observadas, embora mais
seguramente para G. humeralis que para K. calcarata, ap6iam a hipbtese de Rossetti &
Valeriano (2006) de que ocorreram mudangas significativas no sistema de drenagem na
regido do baixo rio Tocantins e llha do Marajo. Isto porque, desconsiderando a
similaridade genética entre as populacdes do Marajé e leste do Tocantins de K.
calcarata que pode ser um resultado de um polimorfismo anterior a divergéncia destas
populacdes, ha, neste estudo, fortes indicios de que em tempos pretéritos recentes houve
maior movimentacdo, ativa ou passiva, das espécies entre as regides do Marajo e oeste
do rio Tocantins que teriam sido as mais diretamente afetadas por estas mudancas.

Com base nos dados geoldgicos disponiveis para a regido, que evidenciam que a
Ilha do Marajo era continua com a &rea do baixo Tocantins em tempos relativamente
recentes (Rossetti et al., 2007), ja era esperado que as populacdes do Marajé e baixo
Tocantins fossem mais proximas entre si, do que qualquer uma delas com aquelas do sul
do Amapé. Este nivel de divergéncia para o Amapéa corrobora as relacfes filogenéticas
observadas em outros grupos animais, Prum (1988), por exemplo, baseado na
distribuicdo de aves, observou um isolamento mais antigo da regido do Amapa em
relacdo a outras areas da ao sul da Amazonia. Silva & Oren (1996) utilizando analise de
endemismo por parcimdnia para relacionar as principais areas de interflivio na

Amazobnia, também observaram uma separacdo basal de primatas ndo humanos da
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regido do Amapa. Contudo, a falta de raizes nas arvores do presente estudo indica que
conclusbes a este respeito dependem de analises mais elaboradas que incluam uma
maior amostragem do grupo interno, a inclusdo de um grupo externo e talvez até a
andlise de outros marcadores moleculares, como o citocromo b, por exemplo. A
vantagem da inclusdo do citocromo b é que, por ser um marcador mais utilizado em
estudos filogenéticos, ha estimativas de taxas de evolucdo especificas para diferentes
grupos animais, permitindo assim uma maior confiabilidade nas estimativas de tempos
de divergéncia entre populagdes e suas correlagbes com os eventos que influenciaram

sua histéria evolutiva.
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Anexo |

Espécie Amapa Ilhado Marajé Oeste do Tocantins  Leste do Tocantins
Alopoglossus angulatus X X X
Amapasaurus tetradactylus X
Ameiva ameiva X X X X
Anolis auratus X X
Anolis fuscoauratus X X X X
Anolis nitens chrysolepis X
Anolis ortonii X X X X
Anolis punctatus X X X X
Arthrosaura kockii X X X
Arthrosaura reticulata X X X
Bachia flavescens X X X X
Cercosaura argulus X X
Cercosaura ocellata X X X X
Cercosaura oshaughnessyi X
Cnemidophorus lemniscatus X X X X
Coleodactylus amazonicus X X X X
Colobosaura modesta X
Crocodilurus lacertinus X X X
Dracaena guianensis X X X X
Gonatodes annularis X
Gonatodes humeralis X X X X
Hemidactylus mabouia X X X X
Hoplocercus spinosus X X
Iguana iguana X X X X
Iphisa elegans X X
Kentropyx calcarata X X X X
Kentropyx striata X X
Lepidoblepharis heyerorum X X X X
Leposoma guianense X X X
Leposoma percarinatum X X X X
Mabuya bistriata X X X X
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Mabuya nigropunctata
Micrablepharus maximiliani
Neusticurus bicarinatus
Neusticurus rudis

Plica plica

Plica umbra ochrocollaris
Polychrus acutirostris
Polychrus marmoratus
Psedogonatodes guianensis
Stenocercus dumerilii
Thecadactylus rapicauda
Tretioscincus agilis
Tropidurus hispidus
Tropidurus oreadicus
Tupinambis teguixin
Uracentron azureum
Uranoscodon superceliosus

X X X X

x

x

X X X X X X

X X X

X X X

X X

X X X X X
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