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RESUMO

Kentropyx calcarata ¢ um lagarto helidfilo, florestal e que habita preferencialmente regides
proximas a igarapés, clareiras naturais ou em bordas de florestas. Possui ampla distribuicao na
Amazonia central e oriental, abrangendo os paises Guyana, Guiana Francesa, Suriname e
Brasil, onde aléem da Amazdnia ocorre no nordeste e oeste do Cerrado e em parte da Floresta
Atlantica. Estudos anteriores envolvendo K. calcarata apontam uma estruturacdo geografica
para a espécie, a qual ainda necessita ser melhor investigada. Neste estudo, foi analisado
como as populacBes dessa espécie se estruturam ao longo de sua distribuicdo na Amazonia e
quais 0s possiveis eventos envolvidos no processo de diversificacdo. Foram utilizados dois
marcadores mitocondriais (16S e Cytb) e dois nucleares (DNAH3 e SINCAIP) para testar as
hipbteses dos rios como barreiras e dos refagios florestais. Além disso, foi verificada a
possibilidade de haver deslocamento de caracter em populagdes simpatricas a K.
altamazonica. As linhagens inferidas a partir das analises filogenéticas mostram-se
estruturadas, do ponto de vista genético e limitadas pelos principais rios da Amaz6nia
oriental. Algumas populacdes apresentaram um cenario demogréfico que condiz com uma
expansao populacional recente, que pode estar relacionado com o periodo de expansdo da area

florestal.

Palavras-chave: Filogeografia, Kentropyx calcarata, Amazbdnia oriental, Estrutura

populacional.



1 INTRODUCAO

Estudos filogeograficos associam dados de filogenia aos padrbes de distribuicdo das
especies, a fim de reconstruir a histéria evolutiva de linhagens genealdgicas no tempo e
espaco (Avise, 1998; Hickerson et al., 2011). Este tipo de estudo é importante, pois torna
possivel avaliar processos evolutivos que possam ter resultado na estruturacdo populacional
das espécies estudadas (Avise, 1998, 2009; Bermingham & Moritz, 1998).

A floresta amazo6nica forma um dos maiores e mais complexos ecossistemas tropicais
do mundo, e estudos filogeograficos que visam testar cenarios evolutivos complexos e
hipdteses de diversificacdo no bioma tem crescido nas ultimas décadas. Eventos geoldgicos
do Mioceno tém sido considerados como determinantes no processo de diversificacdo de
varios grupos de vertebrados da América do Sul (Giugliano et al., 2007; Werneck et al., 2009;
Maciel et al., 2010). O soerguimento dos Andes, iniciado nesse periodo e estendendo-se até o
Plioceno, alterou padrdes de clima e de drenagem no norte da América do Sul (Hoorn et al.,
2010) e pode ter tido forte influencia na diversificacdo da biota na regido. Com o
estabelecimento do atual sistema de drenagem, o rio Amazonas e seus principais afluentes
podem ter atuado como barreiras primarias a dispersdo de espécies, levando a eventos de
especiacdo por vicariancia e gerando linhagens-irmas alopétricas em interflivios contiguos.
Essa hipdtese (rios como barreiras) foi a primeira a ser proposta para diversificacdo de grupos
na Amazonia, inicialmente com relagdo aos rios Amazonas, Negro e Madeira (Wallace,
1852), mais recentemente sendo estendida a todos os principais afluentes do Amazonas.

Outra hipdtese bastante discutida é a dos reflgios florestais, a qual pressupbe que
alteracdes climaticas ocorridas durante o Pleistoceno teriam promovido ciclos de expansao e
retracdo das areas florestais (ou savanicas) e, com isso, teriam limitado as populacfes
associadas em refugios isolados por ambientes savanicos (ou florestais) (Haffer, 1969). Nesse

caso, 0s rios representariam barreiras secundarias a expansdo das espécies ou populagdes.



Ainda que as propostas iniciais tenham visto estas e outras hipoteses como antagonicas, 0s
estudos ja feitos apontam para uma histéria longa e complexa na Amaz6nia, com Varios
eventos repercutindo de maneiras diferenciadas em diversas areas e em tempos distintos
(Hoorn et al., 2010), assim como com Vvarios organismos respondendo diferentemente a esses
eventos (p.ex., Aleixo, 2004, 2006; Avila-Pires et al., 2012; Ribas et al., 2012; Tuchetto-Zolet
etal., 2013).

Patton et al. (1994) foram os primeiros a desenvolver trabalhos com uma abordagem
filogeogréafica na Amazénia, com o objetivo de testar a hipotese dos rios como barreira em
relacdo a populacGes de algumas espécies de mamiferos na parte sul-ocidental da Amazonia
brasileira (Patton & Silva, 1998; Patton et al., 1994, 1996, 2000; Silva & Patton, 1998). Mais
recentemente, estudos de filogeografia passaram a ser desenvolvidos abrangendo a Amazonia
oriental ou toda a bacia (p.ex., Hall & Harvey, 2002; Ribas & Miyaki, 2004; Ribas et al.,
2005; Wuster et al., 2005; Quijada-Mascarefias et al., 2007; Geurgas e Rodrigues, 2010;
Avila-Pires et al., 2012; Ribas et al., 2012; Maldonado-Coelho et al., 2013; Thom e Aleixo,
2015). Dentre esses estudos, quatro envolveram répteis Squamata (Wuster et al., 2005;
Quijada-Mascarerias et al., 2007; Geurgas e Rodrigues, 2010; Avila-Pires et al., 2012).

Nesse contexto, o estudo de filogeografia desenvolvido por Avila-Pires et al. (2012)
foi realizado no leste da Amazonia, na regido do baixo curso dos rios Amazonas e Tocantins,
envolvendo as espécies de lagarto Gonatodes humeralis (Guichenot 1855) e Kentropyx
calcarata Spix 1825 (Figura 1). O objetivo do trabalho foi testar a congruéncia entre o cenario
geoldgico proposto para a regido por Rossetti & Valeriano (2007) e a estrutura filogeogréfica
das populacdes de cada uma dessas espécies, com base nos genes mitocondriais citocromo B

(Cytb) e 16S.
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Figura 1 — (A) Representacdo geogréfica das amostras de Kentropyx calcarata (circulos) e Gonatodes
humeralis (quadrados) utilizadas no estudo de Avila-Pires et al., (2012). As estrelas representam 0s
locais onde ocorrem amostras de ambas as espécies. (B) Cladograma hipotético de area construido a
partir de dados geolégicos. Os n6s do cladograma correspondem as barreiras geograficas (linhas
tracejadas da figura A, e a idade aproximada da separacdo entre as areas ou grupos de areas. Fonte:
Avila-Pires et al. (2012).

De acordo com o cenario proposto por Avila-Pires et al. (2012) e sumarizado na
figura 1, o rio Amazonas teria atuado como barreira pelo menos a partir do Plioceno (evento
1). Posteriormente, ha aproximadamente 2,5 milhdes de anos (idade estimada a partir da
datacdo da sedimentacdo) o paleo-Tocantins (que seguiria na dire¢cdo nor—noroeste [NNW]
até sua foz no oceano Atlantico) teria surgido e separado populacfes a leste e a oeste de seu
curso (evento 2). Mais recentemente, hd mais ou menos 6.8 mil anos, o rio teria se deslocado
em direcdo nor—nordeste (NNE), alcancando sua posicdo atual. Tal deslocamento levou a
separacdo das populacdes que atualmente ocupam a llha do Marajé daquelas a leste do rio
Tocantins (evento 3). O Marajd, por sua vez, sO veio a se estabelecer completamente como
ilha no Holoceno, ap6s o surgimento do rio Para.

Os resultados obtidos para K. calcarata, diferentemente de G. humeralis, mostraram
estruturacdo genetica parcialmente congruente com o cenério geologico previsto (Figura 2),

com alguns rios podendo ter atuado como fatores limitantes ao fluxo génico. Por exemplo, o



rio Amazonas pode ter ocasionado 0 primeiro evento de separacdo entre as populacbes
(Figura 2: linhagem If se diferenciando das demais linhagens;), ainda que aparentemente
tenham ocorrido eventos de dispersdo posteriores; e o paleo-Tocantins pode ter isolado
populacdes a leste e oeste de seu curso (Figura 2: Ib[+]a] e Ic). Entretanto, 0s nds mais basais
do cladograma obtido apresentaram baixo suporte estatistico, indicando a necessidade de
estudos aprofundados, com amostragens geograficas mais densas e utilizando diferentes tipos

de marcadores moleculares.
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Figura 2 — Arvore de Inferéncia Bayesiana dos genes 16S e citocromo B concatenados para
Kentropyx calcarata. Os haplétipos terminais foram substituidos pelas localidades correspondentes,
seguido de uma letra (quando ha mais de um haplétipo por localidade) Os agrupamentos representados
por linhas continuas no cladograma e no mapa possuem suportes estatisticos de probabilidade
posterior (a esquerda) superiores a 70% e valores de bootstrap (a direita) acima de 50% (dentro dos
circulos). As linhas tracejadas indicam grupos suportados por valores moderados de probabilidade
posterior (em hexagonos na arvore). As linhas pontilhadas indicam baixos valores de probabilidade
posterior (retangulos na arvore). Fonte: Avila-Pires et al. (2012).



1.1 Espécie foco do estudo: Kentropyx calcarata Spix 1825

Kentropyx calcarata (Figura 3) é um lagarto da familia Teiidae, que possui habito
heliofilo, sendo encontrado tipicamente em ambientes florestais (florestas primarias e
secundarias, embora tenha alguma tolerdncia a ambientes degradados). Habita
preferencialmente regiGes proximas a igarapés, clareiras naturais, bordas de florestas, onde
forrageia ativamente sobre o solo, ramos ou galhos, troncos caidos, alimentando-se de
pequenos invertebrados (Vitt, 1991; Avila-Pires, 1995). Reproduz-se durante grande parte do
ano, produzindo de quatro a dez ovos por ninhada, depositando-os geralmente em areas
arenosas expostas ao sol, ao longo das margens de corregos (Vitt, 1991). Distribui-se na
Amazonia central e oriental, no Brasil, Guiana, Guiana Francesa e Suriname. No Brasil, além
da regido amazonica, K. calcarata ocorre na porcao nordeste e oeste do Cerrado e também em

parte da Floresta Atlantica (Avila-Pires, 1995).

Figura 3 — Exemplar de Kentropyx calcarata. Reserva Utinga, Belém-PA. Foto: P. V. Cerqueira.



As espécies florestais amazonicas do género Kentropyx — K. calcarata, K. pelviceps
Cope, 1868 e K. altamazonica Cope, 1876 — foram agrupadas por Gallagher & Dixon (1992)
no grupo calcarata. Werneck et al. (2009), a partir de dados morfoldgicos e moleculares
(genes 12S e 16S), corroboraram a proximidade filogenética entre essas espécies, inferindo K.
calcarata como espécie-irma de K. pelviceps, e este clado como irméo de K. altamazonica. A
origem do género Kentropyx Spix, 1825 foi estimada como tendo ocorrido no Terciario, na
transicdo Oligoceno-Mioceno, e sua diversificacdo principalmente durante o Mioceno
(Werneck et al., 2009). Além disso, o estudo incluiu dois exemplares de K. calcarata, um da
Guyana e o outro do Mato Grosso, estimando que as populacGes dessa espécie tenham
comecado a divergir no Plioceno a 3.4 milhdes de anos atras (Ma) (Figura 4).
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Figura 4 — Cronograma da evolucdo de Kentropyx, com base em dados morfol6gicos e moleculares
combinados numa inferencia Bayesiana. As barras em cinza indicam os tempos de divergéncia (média
+ desvio padrdo) estimados a partir de reldégio molecular relaxado. Reproduzido de Werneck et al.
(2009).

Gallagher et al. (1986), analisando a variacdo geogréafica entre as espécies do grupo

calcarata com base em dados morfoldgicos, constataram que uma populacdo de K. calcarata



da porcéo central da Amazonia, em simpatria com K. altamazonica (Figura 5: A), apresentava
caracteres divergentes em relacdo as demais populacdes. De acordo com as analises de
agrupamento realizadas (Figura 5: B), a populacdo de K. calcarata em simpatria com K.
altamazonica (populacdo 7) apresentou maiores similaridades morfologicas com populacdes
de K. pelviceps do que com as demais populacdes de K. calcarata. Os autores levantaram a
hipotese de que a divergéncia morfoldgica dessa populacdo teria sido ocasionada por
deslocamento de carater (character displacement), como resultado da competicdo com K.

altamazonica.
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Figura 5 — Mapa indicando a distribuicdo das espécies do grupo calcarata: As areas listradas indicam
a ocorréncia de Kentropyx calcarata, as de coloracdo preta representam K. pelviceps e as ndo
preenchidas K. altamazonica. A seta vermelha aponta para a populacéo 7 de K. calcarata em simpatria
com K. altamazonica. Ao lado, o grafico representa a analise de agrupamento quanto a similaridade
morfoldgica entre as populagBes do grupo calcarata. Os nimeros inseridos no quadrado representam
as populacdes de K. altamazonica, nos circulos preenchidos K. calcarata e nos circulos nédo
preenchidos K. pelviceps. Fonte: Gallagher et al., (1986).

Assim, através de diferentes conjuntos de dados morfoldgicos e moleculares,
Gallagher et al. (1986), Werneck et al. (2009) e Avila-Pires et al. (2012) demonstram que K.
calcarata apresenta uma forte estruturacdo geografica, a qual contudo, a origem e a natureza

dessa estruturacéo ainda necessita ser melhor investigada. Entender como as populagdes dessa



espécie se estruturam ao longo de toda sua area de ocorréncia na Amazonia permitird um

melhor entendimento dos processos que levaram a tal diversificacao.

1.2 Hipoteses de diversificacdo da biodiversidade amazoénica e suas consequéncias

E praticamente consenso que a evolugdo da paisagem amazonica atual foi estruturada,
basicamente, por eventos geomorfoldgicos e climaticos ocorridos durante o Terciario e
Quaternario. Esses eventos geomorfologicos incluem flutuages no nivel do mar, incursdes
marinhas, formacéo de arcos geoldgicos, soerguimento dos Andes e consequente alteracdo da
dindmica do sistema fluvial. As variacGes climaticas, por sua vez, ocasionaram, dentre outras
transformacgdes, mudancgas na vegetacdo. Esses eventos geraram cendrios complexos para a
diversificacdo das espécies, levando a proposicdo de varias hipoteses biogeograficas (Silva &
Patton, 1998; Haffer & Prance, 2001; Rossetti et al., 2005; Rossetti & Mann de Toledo, 2007;
Hoorn et al., 2010; Wesselingh et al., 2010; Cheng et al., 2013).

Dentre as diversas hipoteses propostas, duas destacam-se por serem mais facilmente
testaveis e por apresentarem predicGes mais generalizadas acerca dos fatores climaticos
(hipotese dos refugios) e geotectbnicos (hipdtese dos rios) responsaveis pela diversificacao
dos vertebrados amazonicos (Moritz et al., 2000). A hipdtese dos rios como barreira assume
gue o Amazonas e seus principais tributarios possam ter atuado como barreira a dispersdo de
espécies, isolando populacdes em margens opostas e levando a diferenciacdo das linhagens e,
em Ultima instancia, a especiacdo. Neste caso, 0 surgimento do rio representaria 0 evento
vicariante, ou seja, a barreira primaria que levou a especiacao.

As principais predi¢des da hipdtese dos rios podem ser testadas através de ferramentas
filogenéticas e abordagens de genética de populagdes (Funk et al., 2007). As premissas dessa
hipotese envolvem a formacao de agrupamentos monofiléticos reciprocos e forte estruturacéo
populacional entre as margens opostas dos rios, apds a remocdo do efeito da distancia

geografica (Sick, 1967; Moritz et al., 2000; Funk et al., 2007). Os individuos situados nas



margens opostas, mais proximos a foz dos rios, tendem a apresentar maiores niveis de
diferenciacéo genética do que nas regides mais proximas das nascentes (Gascon et al., 2000;
Leite & Rogers, 2013). Presume-se também, que as populacdes separadas pelos rios
encontrem-se estaveis, sem apresentar indicios de expansdo populacional (Batalha-Filho et
al., 2013).

Dos estudos filogeograficos com répteis Squamata com foco na Amazonia, Henderson
et al. (2009) e Avila-Pires et al. (2012) abordaram a hipotese dos rios como barreira,
indicando que alguns rios amazodnicos podem limitar populagdes em suas margens opostas.
Vale ainda ressaltar que algumas espécies de lagartos possuem distribuicGes cujos limites
coincidem com a presenca de alguns rios amazoénicos—Plica plica (Linnaeus, 1758) é
limitada a leste pelo rio Tocantins; as populacGes ao sul do Amazonas de Arthrosaura kockii
(Lidth de Jeude, 1904), Tretioscincus agilis (Ruthven, 1916) e Gonatodes nascimentoi Sturaro
& Avila-Pires, 2011 sdo limitadas a oeste, ao sul do Amazonas, pelo rio Xingu; Gonatodes
tapajonicus Rodrigues, 1980 restringe-se ao interflivio Tapajos—Xingu, Anolis phyllorhinus
Myers & Carvalho, 1945 ao interflivio Madeira—Tapajos (Avila-Pires, 1995; Sturaro &
Avila-Pires, 2011).

Com relagdo ao clima, os ciclos glaciais ocorridos durante o Pleistoceno teriam
provocado, de acordo com Haffer (1969) e Vanzolini e Williams (1970), fragmentagdes nas
areas florestais (que formariam varios agrupamentos isolados por vegetacdo savanica) durante
os periodos glaciais, mais secos, e expansdo dessas areas de reflgios florestais em épocas de
clima quente e Umido, quando formariam novamente uma area continua. Dessa forma e sob
um tempo de isolamento suficiente para acumular variabilidade genética, populacdes
associadas aos ambientes de reflgio estariam submetidas a um processo alopatrico de

diversificacao.
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Esta hipotese, também conhecida como hipdtese dos refugios florestais pleistocénicos,
foi reformulada posteriormente, e ao modelo de refugio foi acrescentado que as alteracdes
climaticas teriam se estendido pelo Nedgeno, impulsionadas pelos ciclos de Milankovitch
(Haffer e Prance, 2001; Haffer, 2008). Nessa nova versdo, 0 nimero e tamanho dos reflgios
ndo foram definidos, nem o(s) tipo(s) de vegetacdo (floresta seca, aberta, savana, ou algo
intermediario) separando os reflgios de floresta tmida.

As consequéncias apontadas para a hipotese dos refugios, segundo Aleixo (2004) e
Moritz et al. (2000), envolvem indicios de estruturacdo populacional entre as linhagens (que
agora podem estar em contato secundario) nas supostas areas de refagios florestais, assim
como sinais de expansdo demografica recente entre as populacfes que, nesse caso, poderiam
estar limitadas por outras barreiras (secundarias), como por exemplo os rios amazonicos. Os
sinais de expansdo populacional podem ser demonstrados por uma baixa diversidade genética
e pouca estruturacao filogeografica entre as populactes (Aleixo, 2004). Além disso, a datacédo
dos eventos vicariantes devera ser congruente com os periodos dos maximos glaciais.

Existem diversas outras hipdteses biogeograficas propostas para a evolugdo da
paisagem amazonica, como gradientes ecoldgicos, incursdes marinhas, dentre outras hipoteses
paleogeogréficas (Ribas et al., 2012; Leite & Rogers, 2013). No entanto, nem todas se
aplicam a histdria filogeogréfica de K. calcarata, visto que tratam de eventos relativamente
mais antigos. Ou ainda, o0 teste dessas hipdteses requer uma abordagem que incorpore a
composicdo da paisagem e um conhecimento acerca das variagdes clinais do ambiente.
Kentropyx calcarata € um bom modelo para testar as hipdteses dos rios como barreiras e dos
refugios florestais, devido a ampla distribuicdo englobando os vérios rios da Amazonia
oriental como possiveis barreiras as suas populagdes, por apresentar estrutura geogréafica
detectada em estudos anteriores, além de ser uma espécie de ambiente predominantemente

florestal (ainda que helidfila, podendo ocupar a borda da floresta).
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Esse estudo foi desenvolvido com o intuito de inferir a histéria filogeografica de
Kentropyx calcarata na Amazonia oriental e investigar os principais fatores e processos
evolutivos envolvidos. NOs buscamos verificar se 0s maiores rios amazénicos (Amazonas,
Tocantins, Xingu, Tapajos, Jari e Trombetas) separam populacdes dessa espécie, avaliando,
caso positivo, se formam barreiras primarias ou secundarias e como se da a relacdo entre essas
populacdes. Além disso, investigamos a dinamica demogréafica das populacGes a fim de
detectar indicios de eventos de gargalo de garrafa ou expansao populacional que pudessem
estar associados as oscilagfes climaticas do Pleistoceno. Por fim, analisamos se é possivel
detectar variacdo genética em populacdes de K. calcarata simpatricas com K. altamazonica,
que pudessem ser correlacionadas as divergéncias morfologicas observadas por Gallagher et

al. (1986).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostragem e obtencao de dados moleculares

O estudo foi realizado com base nos genes mitocondriais Citocromo b (Cytb) e 16S, e
nos genes nucleares DNAH3 (dynein, axonemal, heavy chain 3) e SINCAIP (synuclein, alpha
interacting protein). Amostras de tecido (cauda, muasculo ou figado) de 260 espécimes de K.
calcarata procedentes de varias localidades da Amazonia (Anexo), depositados na colecdo de
herpetologia Osvaldo Rodrigues da Cunha do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), foram
utilizadas. Das sequéncias referentes aos genes mitocondriais, 67 ja estavam previamente
disponiveis no Genbank, provenientes do trabalho de Avila-Pires et al. (2012). Como grupo
externo, foram adotadas as espécies Kentropyx striata (Daudin 1802), Kentropyx pelviceps
(Cope 1868) e Kentropyx altamazonica (Cope 1876), cada uma representada por quatro
espéecimes.

O DNA genbmico foi extraido utilizando o método do fenol-cloroférmio, seguindo o
protocolo proposto por Sambrook & Russell (2001), com algumas modificacdes. Em amostras
com pouca quantidade de tecido a extracdo do DNA foi realizada através de kit de extracdo
DNAeasy Blood & Tissue (QIAGEN), seguindo as especificacbes do fabricante. Para a
amplificacdo do material genético via PCR (Polimerase Chain Reaction) foram utilizados os
mesmos primers de marcadores mitocondriais utilizados por Avila-Pires et al. (2012).
Adaptaram-se os programas de PCR (Tabela 1) para os quatro genes e todos 0s procedimentos

laboratoriais foram desenvolvidos no Laboratorio de Biologia Molecular do MPEG.
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Tabela 1 — Pardmetros da PCR e primers utilizados no estudo.

Perfil da rea¢do de PCR:

Marcadores Primers ~ ~ Fonte
desnaturacao/anelamento/extensdo
mtDNA
16S 94°C (2:45)/ 94°C (0:15), 50°C Palumbi et al
16SL (5-CGCCTGTTTATCAAA AACAT-3) (1:00), 72°C (1:00) x 35/72°C (7:00), 1901
16SH (5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3") 4°C (0)
Cytb o . o . o Corl etal,,
IgCytb_F2 (5'-CCACCGTTGTTATTCAACTAC-3) 94(50%)'4?)2/%4(50((% 1)(52,”55?_ ¢ 2010
CB3-H (5-GGCAAATAGGAARTATCATTC-3) 0.3°Ceiclo)/ 72°C (7:00), 4°C (0) Pa'“”l"gé 2 al.
nuDNA
DNAH3 94°C (5:00)/94°C (0:30), 65.4°C Townsend et
F1(5- GGTAAAATGATAGAAGAYTACTG-3) (0:30), 72°C (1:00) x 35/ 72°C (5:00), al.. 2008
R6(5'-CTKGAGTTRGAHACAATKATGCCAT-3') 8°C () "
SINCAIP

94°C (5:00)/ 94°C (0:30), 51°C
(0:30), 72°C (1:00) x 35/ 72°C (5:00),
8°C ()

F10(5'-CGCCAGYTGYTGGGRAARGAWAT-3")
R13(5-GGWGAYTTGAGDGCACTCTTRGGRCT-
3)

Townsend et
al., 2008

Apbs a amplificacdo e visualizacdo da qualidade dos produtos da PCR (via
eletroforese em gel de agarose a 1%), estes foram purificados utilizando o método de
Polietileno-Glicol (PEG 8000), e posteriormente submetidos aos procedimentos de
sequenciamento, utilizando o Big Dye Terminator kit (Perkin Elmer, Norwalk, Connecticut),
de acordo com as especificacbes do fabricante. As sequéncias foram obtidas nos sentidos
direto (forward) e inverso (reverse) para cada amostra e posteriormente editadas e alinhadas
no programa BioEdit v. 7 (Hall, 1999), utilizando do algoritmo CLUSTAW. Para o gene 16S
também foi utilizado o algoritmo Multiple Alignment using Fast Fourrier Transform
(MAFFT) v.7 (Katoh & Standley, 2013) para assegurar os reais loci dos gaps.

Algumas das amostras do Genbank para os quais somente estavam disponiveis 0s
genes mitocondriais, e para os quais obtivemos aliquotas de tecidos na colecdo do MPEG,
foram extraidas novamente para amplificacdo dos marcadores nucleares. Ao total, obtivemos
260 sequéncias para o marcador mitocondrial Cytb e 248 para 16S, além de 214 amostras para
0 gene nuclear DNAH3 e 183 para SINCAIP.

Devido a presencga de sitios heterozigotos, utilizamos o programa PHASE (Stephens et
al., 2001; Stephens & Donnelly, 2003) para identificar a fase dos alelos. Para assegurar a

inexisténcia de pseudogenes, as sequéncias do gene Cytb (Gnico gene codificante nesse
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estudo) foram traduzidas para aminoacidos com o auxilio do programa MEGA 6.0 (Tamura et
al., 2013), de forma a garantir a auséncia de codons de parada (stop codons). O mesmo
programa foi utilizado para calcular a composicdo das bases, as taxas de transicdo e
transversdo e a porcentagem de sitios invariaveis e informativos. A saturacdo das bases foi
verificada através do programa Dambe v. 4.2.13 (Xia & Xie, 2001), onde foram plotados os
numeros de transicdes e transversdes versus a divergéncia nucleotidica sob o modelo Tamura-

Nei (1984).

2.2 Inferéncias filogenéticas

As analises filogeograficas foram realizadas utilizando um banco de dados concatenados
no programa Sequence Matrix (Meier et al., 2006), contendo 272 espécimes (260 do grupo
interno e 12 do grupo externo), incluindo os quatro marcadores. As amostras nao
sequenciadas para determinados genes foram preenchidas como missing data pelo programa.
Foram realizadas analises de Maxima Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB).

A analise de MV foi obtida com o auxilio do programa RAXML-HPC2 on XSEDE,
disponivel no site Portal Cipres (https://www.phylo.org/—; Miller & Schwartz, 2010) e
RAXML V8 (Stamatakis, 2014). A melhor arvore de MV foi obtida a partir de uma busca
heuristica dentre 100 arvores e o suporte dos ramos com 1000 réplicas de bootstrap (bs). Para
a arvore de MV, foram considerados bem suportados os ramos cujos valores de bs foram
iguais ou superaram 70%, seguindo a sugestdo de Hillis & Bull (1993).

Para as analises de 1B, buscou-se a melhor estratégia de particdo para o conjunto de dados
através do programa Partition Finder (Lanfear et al., 2012). Além disso, foi realizada uma
busca pelo modelo evolutivo mais apropriado para explicar a variacdo das sequéncias génicas
através do programa JModeltest 0.1.1 (Posada et al., 2003), sob o Critério de Informacéo

Bayesiana (BIC). Uma arvore bayesiana foi inferida a partir do programa MrBayes versao 3.1
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(Ronquist & Huelsenbeck, 2003), com duas corridas independentes de quatro cadeias
Markovianas com 10 milhdes de geracdes e amostragem de arvores a cada 1000 geracdes.

A convergéncia dos parametros amostrais foi avaliada por meio da estacionariedade da
cadeia de Markov usando o programa Tracer v. 1.5 (Rambaut & Drummond, 2007). O mesmo
programa foi utilizado para assegurar que a amostragem da distribuicdo posterior tenha
alcancado o tamanho efetivo minimo suficiente (ESS>200) para garantir a estimativa
significativa dos parametros. As arvores que foram amostradas antes da estabilidade dos
valores de log-likelihood na cadeia de Markov foram descartadas (25% das arvores obtidas),
conforme as recomendacGes de Huelsenbeck & Hall (2001). As amostras restantes apds o
burn-in foram utilizadas para estimar os valores de probabilidade posterior (pp), comprimento
dos ramos e topologia da arvore. Foram considerados significativos apenas os valores de pp

maiores ou iguais a 90%.

2.3 Andlises populacionais

As populacdes foram definidas com base nos ramos bem apoiados resultantes das
arvores de MV e IB e nos resultados obtidos por analises de agrupamento Bayesiano inferidas
com o software Structure v. 2.3.1 (Pritchard et al., 2000). O software Haploviewer v4.1
auxiliou na construcdo de redes de haplotipos (Barrett et al., 2005), determinando o nimero
de haplotipos Unicos e a distribuicdo dos haplétipos compartilhados com base em calculos de
verossimilhanca.

O arquivo de entrada para o Structure v. 2.3.1 foi obtido através do software
Xmfa2struct (http://www.Xavierdidelot.xtreemhost.com/clonalframe.htm), o qual traduziu
uma matriz combinada das sequéncias dos quatro marcadores (260 amostras) para o formato
Xtended Multi Fasta Aligment (XMFA) e gerou um mapa de distancia entre os loci. A matriz

foi construida a partir de trés blocos, sendo um composto pelos genes mitocondriais
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concatenados (Cytb e 16S), por possuirem heranca comum e ligada, e os outros dois pelos
marcadores nucleares DNAH3 e SINCAIP.

No programa Structure v. 2.3.1 foram adotadas quatro corridas markovianas para cada
um dos valores dos clusters populacionais (K), que variaram de 1 a 15, com geragdes e burn-
in de 10.000, seguindo o modelo admixture implementado no software. O melhor valor de K
foi obtido pelo método de AK de Evanno (Evanno et al., 2005), executado no site Structure
Harvester (http://taylorO.biology.ucla.edu/structureHarvester/#). As corridas referentes ao
valor escolhido de K foram combinadas no software CLUMPP (Jakobsson & Rosenberg,
2007).

A matriz de distancia genética foi calculada entre e dentro dos grupos definidos pelas
inferéncias filogenéticas com o auxilio do programa MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013) sob a
forma corrigida, utilizando o0 modelo Tamura-Nei, e ndo corrigida (distancia-p). Para avaliar o
nivel de influéncia da distancia geografica na diversidade genética, as distancias genéticas e
geogréficas foram comparadas par-a-par entre os individuos, através do teste de Mantel, com
o0 auxilio do programa Alleles in Space (Miller, 2005), com 1000 randomizagdes.

A fim de testar a ocorréncia de expansao populacional na histéria demogréfica de K.
calcarata foram calculados, para cada populacdo estabelecida pelas arvores filogenéticas e
pelo software Structure, o grau de diversificacdo genética, por meio da analise de variancia
molecular (AMOVA); os padrdes de diversidade estatistica (nimero de sitios polimorficos,
namero de haplétipos, diversidade haplotipica e nucleotidica); os indices de fixacdo (Fst) de
cada grupo; e os valores dos testes D de Tajima (Tajima, 1996) e Fs de Fu (Fu, 1996) (com
1000 permutacdes). A variancia molecular (AMOVA) dos genes mitocondriais concatenados,
calculada entre e dentro dos agrupamentos obtidos a partir das anéalises filogeograficas, foi
comparada entre os marcadores e com 0s grupos formados a partir das areas geograficas

limitadas pelos rios amazonicos (interflavios). Essas e as demais analises supracitadas foram
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feitas com o auxilio do programa Arlequim 3.1 (Excoffier et al., 2005). A partir desse mesmo
programa obteve-se uma matriz de Fst para avaliar a estrutura das populac6es genéticas.

Para analisar se existe variacdo génica entre populacdes de K. calcarata em simpatria
com K. altamazonica, com relacdo as demais, foram calculados os niveis de divergéncia nos
grupos populacionais das regides proximas as margens do rio Xingu (Usina Hidrelétrica de
Belo Monte), Amazonas (Trombetas, Oriximind, Urucard) e nas proximidades do rio Madeira
(Rondodnia), onde K. altamazonica pode ocorrer (Gallagher et al., 1986; Avila-Pires, 1995).
Para tanto, a partir dos resultados das analises filogenéticas, foi realizada uma analise de
variancia molecular (AMOVA) utilizando o programa Arlequim 3.1 (Excoffier et al., 2005)
para calcular o grau de variabilidade genética entre as populagdes simpatricas (caso se
agrupem) e as demais populacdes de K. calcarata.

Meétricas populacionais de polimorfismo de DNA e testes de neutralidade foram
calculados para o0 mtDNA considerando as regides geograficas delimitadas pelos rios
amazobnicos (Amazonas, Trombetas, Jari, Tocantins, Xingu e Tapajos), a fim de analisa-los
como potenciais barreiras. Foram definidas oito regides geogréficas: oeste do rio Trombetas,
interflivio Trombetas—Jari, leste do rio Jari, ilha do Marajo, leste do rio Tocantins e

interflivios, Xingu—Tocantins, Tapajos—Xingu e Madeira—Tapajos.

2.4 Tempos de divergéncia e dindmica demografica

Para estimar os tempos de divergéncia entre as principais linhagens de K. calcarata e
relaciona-los aos eventos propostos pelas hipdteses de diversificacdo, foi estimada uma arvore
de espécies com as populagdes estabelecidas a partir das inferéncias filogenéticas, através do
programa BEAST v. 1.6.0 (Drummond & Rambaut, 2007). A taxa de substituicdo
amplamente utilizada em répteis Squamata, de 0,65% de alteragdes de linhagem por milhGes
de anos para marcadores mitocondriais, estimado por Macey et al. (1998), foi utilizada para

calibracdo do reldgio. O prior e 0 modelo de relégio molecular utilizados foram Yule Process
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e 0 modelo relaxado (log normal ndo correlacionado), respectivamente, o qual acomoda a
possibilidade de taxas independentes de evolucdo molecular nos diferentes ramos (Drummond
et al., 2007). As analises foram executadas com duas corridas independentes, por 100 milhdes
de geragdes, amostrando-se uma arvore a cada 10.000 geracGes. Nessa analise 0os modelos
evolutivos de substituicdo de cada gene foram estabelecidos separadamente, buscados
previamente no programa JModeltest 0.1.1 (Posada et al., 2003).

O programa Tracer v. 1.5 (Rambaut & Drummond, 2007) foi utilizado para visualizar
a estacionariedade e verificar a convergéncia das corridas independentes, onde foram
visualizados os scores de log-likelihood plotados contra 0 numero de geracdes. As médias das
idades dos nés foram calculadas através de uma estimativa de burn-in de 2500 geracdes
estimadas por esse mesmo programa. As arvores foram sumarizadas em uma arvore de clado
méaximo de credibilidade (MCC) apds burnin de 10% utilizando o programa Tree Annotator,
incluido no pacote do Beast.

A historia demogréafica de cada agrupamento populacional foi investigada a partir do
método coalescente multilocus Extended Bayesian Skiline Plots (EBSP), o qual incorpora
diferencas estocasticas na genealogia dos genes, estimando mudancas no tamanho da
populacdo através do tempo (Drummond et al., 2005; Heled & Drumond, 2008). A taxa de
mutacdo utilizada foi a mesma utilizada para a calibracdo do relégio molecular (Macey et
al.,1998). Foram considerados os modelos de substituicdo de cada gene separadamente e o
modelo de reldgio utilizado foi o relégio relaxado. O nimero de geragdes necessario para a
convergéncia dos parametros amostrais foi de 100 milhdes de geragdes, com amostragem de
arvores a cada 10.000 geracOes. Os graficos foram gerados pelo programa R (http://www.R-
project.org/).

Foi investigada a distribuicdo mismatch de cada uma das populac¢Bes, comparando a

distribuicdo observada com a curva unimodal obtida a partir de um modelo de expanséo
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populacional recente. Os graficos da distribuicdo mismatch foram gerados no programa
DNASP DnaSP v.5 (Rozas & Rozas, 1999). Os indices de Raggedness, com seus respectivos
valores estatisticos, foram calculados para cada agrupamento atraveés do programa Arlequim

3.1 (Excoffier et al., 2005).
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3 RESULTADOS

3.1 Composicéo e saturacdo do banco de dados

O banco de dados resultante (260 sequéncias) concatenando os quatro genes (16S,
Cytb, DNAH3 e SINCAIP) incluiu 2547 pares de bases. A analise grafica das transicdes e
transversdes versus a divergéncia nucleotidica, calculada para cada marcador, indicou ndo

haver saturacdo no banco de dados (Figura 6).
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Figura 6 — Graficos das transi¢des e transversdes (eixo y) em funcdo da diversidade nucleotidica (eixo
x), calculada sob 0 modelo Tamura-Nei (1984) para cada marcador utilizado no estudo: A = 16S; B =
Cytb; C = DNAHS3; D = SINCAIP. As transicOes sdo representadas pelas linhas de coloracdo azul e a
transversdes pelas linhas de cor verde.
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Quanto a variabilidade dos marcadores, o gene Cytb apresentou maior quantidade de
sitios varidveis e informativos e os marcadores nucleares mostraram-se, em geral, menos
variaveis em relacdo aos mitocondriais. Um panorama geral da variabilidade dos marcadores
é exibido na Tabela 2.

Tabela 2 — Panorama geral dos dados genéticos. Mt = DNA mitocondrial; Nu = DNA nuclear; Si =
numero de sitios variaveis; Pb = quantidade de pares de base; N = nimero de amostras amplificadas;
h = nimero de hapl6tipos; Hd = diversidade haplotipica; & = diversidade nucleotidica; k = propor¢ao
de sitios polimorficos; S = nimero de sitios segregantes.

GENE DNA Si/Pb N h Hd n% k S
Cytb Mt 187/782 260 153 0.986 2.96% 21.32 152
16S Mt 56/526 248 78 0799 0.66%  3.32 42

DNAH3 Nu 15/734 214 73 0.055 0.01% 0.056 6
SINCAIP Nu 7/505 183 38 0.743 0.65% 3.263 32

3.2 Inferéncias filogenéticas

Os resultados mostraram que a melhor estratégia de particdo encontrada para o banco
de dados concatenado foi obtida por gene. Os modelos evolutivos mais adequados sob o
critério BIC foram TIM2+G para o gene 16S, HKY+I+G para Cyth, K80+l para DNAH3 e
HKY para SINCAIP. As arvores filogenéticas resultantes das analises de Inferéncia
Bayesiana (IB) e de Maxima Verossimilhanca (MV) apresentaram 0s mesmos agrupamentos
filogenéticos (Figura 7b).

A monofilia de Kentropyx calcarata, assim como de todo o grupo calcarata, é
fortemente suportada (pp/bs = 1.0/98 para K. calcarata e pp/bs = 1.0/100 para 0 grupo
calcarata), porém a relacdo entre as principais linhagens filogeograficas de K. calcarata e
dessa espécie com o grupo externo (K. pelviceps e K. altamazonica), obteve baixo apoio

estatistico (Figura 7b).
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Figura 7 — A) Distribuigdo geogréafica das amostras utilizadas neste trabalho. A area amostrada condiz ao campo destacado no mapa da América do Sul. Os pontos
representam as localidades amostradas e as cores dos circulos correspondem a coloragdo atribuida a cada populagéo, de acordo com a legenda do mapa. A linha preta (entre o
grupo F e G no Barplot) corresponde a amostra MPEG 29306 que nédo foi agrupado com nenhuma outra (individuo isolado). Grupos externos correspondem a: Kentropyx
striata (Ks), K. altamazonica (Ka) e K. pelviceps (Kp). B) Arvore resultante das analises filogenéticas. Os valores de probabilidades posteriores (pp) estdo representados
acima dos valores de bootstrap (bs); pp<0.5 e bs<30 ndo estdo indicados. Cada agrupamento populacional (pp = 1.0 ou bs > 70%) esta representado por coloragdes distintas,
associadas ao resultado do Barplot gerado pela analise do Structure (representada na figura pela coluna a direita).
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A analise efetuada no programa Structure estimou, a partir dos calculos de AK de
Evanno, maior valor de probabilidade para K = 10 (quando K = 10, AK atingiu maior pico de
probabilidade). Cada populacéo estimada pelo Structure esta representada por uma coloracéo
distinta no Barplot (Figura 7b), exceto pelas populacdes azuis (E e F) as quais foram
agrupadas no Structure, mas consideradas como sendo duas populacgdes distintas por estarem
situadas em grupos estatisticamente bem suportados pelos apoios de pp e separados
geograficamente (respectivamente ao norte e ao sul do Rio Amazonas, salvo excec¢des; Tabela
3). As cores atribuidas aos agrupamentos resultantes da arvore filogenética sdo equivalente a
coloracdo dos pontos plotados no mapa (Figura 7a). As regides geograficas e suas respectivas

localidades referentes a cada grupo filogenético estdo representadas na tabela 3.

Tabela 3 — Regides geograficas/localidades referentes a cada grupo filogenético (incluindo o
individuo isolado) obtidos a partir das arvores de IB e MV.

Grupos Interflivio/Regido geografica Localidades
A Trombetas—Jari Almeirim (Reserva bioldgica Maicuru, Monte Dourado,
(branco) floresta estadual do Paru)
B Leste do rio Jari Laranjal do Jari
(lilas)
C Oeste do rio Trombetas Urucara-AM, Oriximina-AM
(amarelo) Trombetas—Jari Floresta estadual de Trombetas
Xingu—Tocantins Caxiuand
D Ilha do Marajo Marajo
(laranja) Leste do rio Tocantins Araguaia— Diversas localidades na regido leste do rio Tocantins
Tocantins Usina hidrelétrica de Estreito
E Trombetas—Jari Almeirim (floresta estadual do Paru)
(azul claro)  Leste do rio Jari Amapa
F Trombetas—Jari Almeirim (floresta estadual do Paru),

(azul escuro)

Xingu-Tocantins
Tapajos—Xingu

Regides entre os rios Xingu e Tocantins, leste e oeste do rio
Anapu
Usina hidrelétrica de Belo Monte

G Madeira—Tapajos Resex Tapajos-Arapiuns, Juruti-AM, ltaituba
(vermelho)
H Madeira—Tapajos Itaituba e Rond6nia
(verde)
1 Madeira—Tapajos Maués-AM
(rosa)
J Tapajos—Xingu Regibes entre os rios Tapajos e Xingu
(marrom) Xingu-Tocantins Usina hidrelétrica de Belo Monte
Ind. Isolado  Oeste do rio Trombetas Itacoatiara-AM
(preto)

Os limites geogréficos da maioria das populagdes coincidem em boa parte com os

principais rios da bacia amazonica (Figura 7). O rio Amazonas limita os grupos A, B e E ao
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norte e D, G, H, I, J ao sul, embora os grupos C e F ocorram em ambas as margens (Figura 7).
Ao norte do rio Amazonas o rio Jari parece separar 0s grupos A e B, enquanto o grupo E
ocorre nos dois lados desse rio. Ao sul do rio Amazonas o0s grupos G, H e | estdo restritos ao
interflivio Madeira—Tapajos; os grupos J e F restringem-se em grande parte ao interflivio
Tapajos—Xingu e Xingu—Tocantins/Araguaia, respectivamente; e o grupo D ocupa a ilha do
Marajo e leste do baixo rio Tocantins com algumas amostras ocorrendo no Araguaia—
Tocantins.

De acordo com a arvore filogenética, o grupo J seria o primeiro a divergir dentro de K.
calcarata, sendo a linhagem irma de todas as demais. A maioria dos nos basais sdo
suportados apenas pelos valores de pp, como o agrupamento entre G e 0s grupos situados a
leste e oeste do rio Tocantins e norte do Amazonas (A, B, C, D, E, F, isolado), os quais
também foram agrupados com pp>90%; o agrupamento entre o individuo da localidade

Itacoatiara-AM (isolado) e os grupos de A a F; e a relacédo entre os grupos D, E e F.

3.3 Inferéncias populacionais

As redes de haplétipos dos marcadores mitocondriais exibem haplogrupos
concordantes com os agrupamentos formados pelas inferéncias filogenéticas, enquanto que as
redes de haplétipos dos nucleares ndo apresentam estruturacdo geografica evidente entre as
populacdes (Figura 8). Os grupos da rede de haplotipos de Cytb estdo separados por uma
maior quantidade de passos mutacionais do que os demais genes (Figura 8).

As redes de hapl6tipos dos marcadores nucleares foram construidas com base nas duas
fases dos alelos. Para esses genes (nucleares) ndo foram obtidas sequéncias da populacdo B
gue, portanto, ndo estd representada nas respectivas redes de haplotipos. Nao foi observado
compartilhamento de hapl6tipos entre os grupos em Cytb. Nos demais genes, mais
conservados, houve compartilhamento de haplétipos entre alguns grupos, sendo mais

frequente na rede de haplotipos dos marcadores nucleares (Figura 8). Na rede de 16S, o grupo
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A compartilhou haplétipos com B e F. Este Gltimo, por sua vez, também compartilhou

haplotipos com os grupos C, E e J.

Figura 8 — Redes de hapl6tipos construidas para os quatro marcadores utilizados no estudo: (A) Cytb;
(B) 16S; (C) DNAHS3; (D) SINCAIP. As cores correspondem a coloracdo dos grupos expostos na
figura 7. O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de individuos de cada haplétipo. Os pontos
intermediarios (circulos menores) referem-se ao nimero de passos mutacionais entre as populacdes.
Para facilitar a visualizag&o foi indicado, em alguns segmentos, o nimero total de mutagdes.

O teste de Mantel, calculado a partir do banco de dados dos marcadores mitocondriais
concatenados, nao detectou correlacéo significativa (p>0.05) entre as distancias geograficas e

genéticas (Figura 9). A matriz de distancia genética revela maior variabilidade entre os clados

do que dentro deles. Tanto para a matriz de distancia-p ndo corrigida quanto para a corrigida
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pelo modelo de Tamura-Nei, as maiores diferencas genéticas foram encontradas entre o grupo
G e as demais populagdes, principalmente comparado com os grupos B, D e E (Tabela 4).

Os valores apresentados na matriz de distancia corrigida pelo modelo de Tamura-Nei
variaram de 0.015, quando foram comparados o0s grupos A e B, até 0.050, obtido ao comparar
0 grupo G com os grupos B e D. Na matriz de distancia-p ndo corrigida esse valores variaram
de 0.015 a 0.048 entre os mesmos grupos. As menores diferencas foram detectadas quando se

comparou o grupo F com o grupo E e A, e este Gltimo com o grupo B.
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Figura 9 — Correlagdo entre a distancia genética no eixo Y e a distancia geogréafica no eixo X. N&o
hé& evidéncias de alguma relacéo estatistica significativa (p>0.05).

Tabela 4 — Matriz de distancia genética (distancia-p) par-a-par calculada para os grupos filogenéticos.
Os nimeros em negrito e os plotados na diagonal inferior representam os valores médios calculados da
distancia genética corrigida pelo modelo Tamura-Nei, dentro e entre 0s grupos, respectivamente. Os
valores da diagonal superior correspondem a distancia-p ndo corrigida calculada entre os grupos.

A B C D E F G H | J

0004 0015 0.025 0028 0027 0016 0044 0042 0.039 0.043
0015 0007 0026 0031 0030 0019 0048 0045 0039 0.047
0.025 0027 0004 0029 0029 0023 0043 0043 0040 0.042
0.029 0032 0030 (03 0.027 0020 0048 0044 0040 0.041
0.028 0031 0030 0028 0o 0019 0045 0.044 0.041 0.045

0.017 0.020 0023 0.021 0019 (pp3 0.039 0033 0031 0.034
0.047 0.050 0.045 0.050 0.048 0.040 0.004 0.036 0.044 0.045

I @ M m O O @ >

0.044 0.048 0.045 0.047 0.046 0.035 0038 o1 0025 0036
0.040 0.041 0.042 0.042 0.043 0.032 0.046 Q26 0.000 0.029

J 0045 0049 0045 0043 0047 0036 0047 0037 0.030 0.009
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Para os marcadores mitocondriais, a variancia molecular mostrou-se maior entre 0s
grupos filogenéticos do que entre os individuos dentro dos grupos. Ao contrério, para 0s
marcadores nucleares houve maior variacdo dentro dos grupos do que entre eles. O valor do
indice de fixacdo (Fst) foi superior para os genes mitocondriais concatenados, nas populacdes

definidas pelas andlises filogeogréaficas (0.85168) (Tabela 5).

Tabela 5 — Anélise de variancia molecular (AMOVA), comparando as diferentes variagGes entre e
dentro dos grupos filogeogréficos. Os célculos obtidos com base nos marcadores mitocondriais
concatenados foram realizados entre os grupos filogenéticos e geograficos. A AMOVA calculada
utilizando os marcadores nucleares separadamente foi calculada para os grupos filogenéticos. gl = grau
de liberdade; Var.comp = Variagdo dos componentes; %Var = percentual de variagio; Fst: indice de
fixacdo total dos grupos.

Fonte de Variacao
Grupos Filogenéticos
mtDNA (Fst = 0.85168 )

Entre os grupos Dentro dos grupos

al 10 249
Var. comp. 15,11753 Va 2,63278 Vb
% variagao 85,17% 14,83%
DNAH3 (Fst = 0.24313)
al 9 336
Var. comp. 0.51104 va 1.59086 Vb
% variagao 24.31% 75.69%
SINCAIP (Fst =0.07732)
al 9 334
Var. comp. 0.14014 Va 1.67236 Vb
% variacao 7.73% 92.27%
Grupos geogréficos
mtDNA (Fst = 0.62814)
gl 7 252
Var. comp. 11,1016 Va 6,57143 Vb
% variacao 62,81% 37,19%

Os célculos dos parametros populacionais genéticos restringiram-se aos marcadores
mitocondriais concatenados, uma vez que 0s nucleares apresentaram baixa variabilidade entre
as populacbes, bem como por ndo possuirem amostras suficientes para representar todos os
grupos. Além dos agrupamentos populacionais resultantes da arvore filogenética (MV e IB),
as métricas foram calculadas para os agrupamentos geogréaficos, limitados pelos principais

rios da bacia amazonica (Tabela 6).
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Tabela 6 — Pardmetros genéticos calculados para cada grupo populacional e para as regides
geograficas limitadas pelos rios da bacia amazénica. n = nimero de individuos; S = nimero de sitios
segregantes; h = nimero de haplétipos; Hd + SD = diversidade haplotipica + desvio padréo; = + SD =
diversidade nucleotidica + desvio padréo; k = nimero de sitios polimérficos; D de Tajima e FS de Fu
= Testes de desvio de neutralidade; Os ndmeros em negrito representam os valores estatisticos
significantes (p< 0.05 para D de Tajima e p<0.02 para FS de Fu); Fst = Indice de fixacio. Regides
geograficas/ Interflavios: Marajo = Ilha do Marajd; E.rioToc = Leste do rio Tocantins; Xing-Toc =
Interflivio Xingu-Tocantins; Tap-Xing = Interflivio Tapajés-Xingu; Mad-Tap = interflivio
Madeira-Tapajds; E.rioJari = Leste do rio Jari; Tromb-Jari = Interflavio Trombetas-Jari;
W.rioTromb = Oeste do rio Trombetas;

filcfg;léggios S h Hd + SD m+SD K ngidnia FIS:L? ) Fst
A 62 29 21 0.895+0.029 0.00388 £ 0.00034 3.00635 -1.65149 -17.2995 0.85364
B 3 9 3 1.000%0.272 0.00462 + 0.00130 6.00000  0.00000 0.58779 0.85225
C 34 25 15 0.865+0.051 0.00491 + 0.00067 3.75045 -1.29572  -17.9612 0.85196
D 28 42 19 0.950%0.030 0.00349 + 0.00050 450265 -2.09262 -19.4033 0.84901
E 23 29 17 0.964 +0.026 0.00538 + 0.00039 6.94071 -0.37746  -4.80315 0.85189
F 33 24 20 0.958+0.018 0.00369 + 0.00038 274621  -2.0163  -25.2467 0.85130
G 31 27 19 0.946+0.025 0.00379 + 0.00034 486882 -0.82389 -14.7977 0.85504
H 3 0.733+0.155 0.00231 + 0.00065 3.00000 0.81086 0.23500 0.85834
| 0 0.000 + 0.000 0.00000 + 0.00000 0.00000  0.00000 0.00000 0.84661
J 36 30 16 0.897+0.031 0.00918 + 0.00058 7.03333  0.09953  -4.59406 0.85834
Regibes geogréficas/Interflivios

Marajo 12 15 7 0.879+0.075 0.00242 + 0.00060 3.12121  -1.59556  -3.86296 0.63769
E.rioToc 13 23 12 0.987 +£0.028 0.00348 + 0.00041 451282 -1.68930 -6.81728 0.63631
Xing-Toc 55 76 29 0.939+0.022 0.01763 + 0.00122 134511 -0.65094 -20.8644 0.62506
Tap-Xing 38 52 17 0.912 +0.028 0.01342 + 0.00249 10.2162 -0.51359 -3.29944 0.62704
Mad-Tap 40 69 23 0.959+0.016 0.01255 + 0.00194 16.1000 -0.02561 -5.27739 0.62406
E.rioJari 22 55 17 0.965+0.028 0.01042 + 0.00241 13.4458 -0.31734 -2.19288 0.62760
Tromb-Jari 76 66 32 0.929+0.021 0.01113 +0.00154 8.35684  -1.16253  -9.92302 0.63050
W.rioTromb 4 46 4 1.000+0.177 0.01810 + 0.00610 23.333  -0.72843 1.30358 0.62438

Os maiores indices de diversidade haplotipica foram observados nos grupos B,

(Laranjal do Jari), D (ilha do Marajo/Leste do rio Tocantins), E (Paru/Amapa) e F
(Paru/Xingu-Tocantins), e a maior diversidade nucleotidica no Grupo J (Tapajos—Xingu).
Dentre os agrupamentos por area geografica, os maiores indices de diversidade haplotipica
foram encontrados a leste do rio Tocantins e oeste do rio Trombetas. Esta Ultima também
apresentou o maior indice de diversidade nucleotidica em relacdo as outras regides
geograficas, seguido do agrupamento correspondente ao interflivio Xingu—Tocantins. A

diversidade haplotipica foi relativamente alta em todos os grupos (moleculares e geograficos).



29

A diversidade nucleotidica foi maior, na maioria dos casos, nos grupos geograficos que nos
moleculares, exceto pelas localidades da Ilha do Marajo e a leste dos rios Tocantins-Araguaia.

Os calculos de desvio de neutralidade foram significativos nos grupos A, D e F para
ambos os testes (D de Tajima e Fs de Fu), enquanto que os grupos C e G apresentaram
valores estatisticos significativos apenas para o teste Fs de Fu. Todos os valores significativos
resultantes dos testes de desvio de neutralidade foram negativos, indicando expanséao
populacional para esses grupos.

A matriz dos indices de fixacdo (Fst) resultantes da comparacdo par-a-par entre os 10
grupos filogenéticos obteve todos os valores significativos (p<0.05), com excec¢do do
resultado da comparacao entre os grupos | e B. Os maiores indices foram alcangados quando
se comparou a populacdo A, da calha norte do rio Amazonas, com os grupos G, H e I, do
interflivio Madeira—Tapajos, e o grupo H (Rondonia/ltaituba) com B, a leste do rio Jari, e
com | (Maués-AM). O menor valor de Fst obteve-se ao comparar os grupos E (Paru/Amapa) e

F (Paru/Xingu—Tocantins) (Tabela 7).

Tabela 7 — Valores do indice de fixacdo (Fst) calculados par-a-par entre os grupos filogenéticos. O
ndmero em negrito representa o Unico valor estatistico ndo significante (p> 0.05).

B C D E F G H | J

*

0.80055 *

0.85860 0.82921 *

0.88134 0.85584 0.83093 *

0.85588 0.80146 0.79257 0.75713 *

0.83207 0.81690 0.79500 0.74780 0.67847 *

0.91179 0.88961 0.86924 0.88343 0.85215 0.85770 *

0.92750 0.92396 0.89107 0.89586 0.85431 0.86973 0.85583 *

0.92708 0.94118 0.89394 0.89266 0.85371 0.87711 0.88318 0.92070 *
0.88790 0.83323 0.84490 0.83803 0.82943 0.82517 0.83873 0.79299 0.78435 *

« = I G mmoOooO wm >
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3.4 Tempos de divergéncia

O cronograma apresentou uma topologia em parte concordante com a obtida nas
analises de 1B e MV (Figura 10). Foi recuperado, com valores medianos de probabilidade
posterior, o clado que envolve os grupos A, B e E, restritos ao norte do Amazonas; C e F,
presentes também no interflivio Xingu—Tocantins; e o grupo D, presente na ilha do Marajo e
a leste dos rios Tocantins-Araguaia. As relacdes dentro desse clado, contudo, foram
discordantes entre as duas inferéncias. A relacdo irma entre H e I, presentes no interflivio
Madeira-Tapajos, nas localidades de Rondonia/Para (ltaituba) e Amazonas (Maués),

respectivamente, também foi observada.
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Figura 100 — Cronograma com a estimativa de tempos de divergéncia de Kentropyx calcarata. Os
clados correspondem as populagbes definidas pelas andlises filogeograficas e de estrutura
populacional. Numeros nos nés correspondem aos valores de probabilidade posterior (pp) que apoiam
os clados. Os intervalos de confianca das estimativas de tempo, dispostas na escala abaixo da arvore,
sdo representados pelas barras e detalhados na Tabela 8. As cores de cada grupo correspondem as da
figura 7. O circulo preto representa o individuo isolado, também presente na &rvore filogenética da
figura 7, representado da mesma forma. Grupos externos correspondem a: Kentropyx striata (Ks), K.
altamazonica (Ka) e K. pelviceps (Kp).
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Tabela 8 — Datacdo média estimada e intervalos de confianca dos tempos de divergéncia dos eventos,
de acordo com a arvore de espécies (Figura 10). A quarta coluna representa os valores de
probabilidade posterior de cada né.

Tempo médio de

Eventos de Divergéncia datao dos eventos Height 95% HPD pp (%)
K. altamazonica 11.61 16.9-6.91 100
K. striata 9.06 12.16 - 6.12 62
K. pelviceps 7.97 10.42 - 4.98 71
[A,B,C, D, E,F,J, Isolado] - [G, H, 1] 1.42 1.97-0.94 100
[G]-[H.1] 0.89 1.44-0.35 93
[H]-1[N 0.53 0.97 - 0.07 77
[Isolado] - [A, B, C, D, E, F, J] 1.16 1.65-0.67 55
[B1-[A,B,C, D, E, F] 0.94 1.36 - 0.53 54
[D,E]-[A,B,C, F] 0.70 1.0-0.39 80
[D]-[E] 0.33 0.56 - 0.17 100
[C,F]-[A, B] 0.42 0.65-0.23 92
[C]-[F] 0.28 0.42-0.16 80
[A] - [B] 0.21 0.37-0.09 92

Dentre 0s nos da arvore de espécies que representam a relacdo entre 0s grupos de
Kentropyx calcarata (pp=1), quatro apresentaram valores de probabilidade posterior
superiores a 90% (pp>0.90) (Tabela 8). A monofilia entre o grupo A (Almeirim) e o grupo B
(Laranjal do Jari-AP) obteve um alto apoio estatistico (pp=0.92) , assim como o clado
envolvendo estes grupos junto aos grupos C e F, de localidades ao norte do rio Amazonas
(Trombetas e Paru, respectivamente) e também do interflivio Xingu-Tocantins (pp=0.92). A
relacdo entre D e E, da mesma forma, apresentou alto apoio estatistico (pp=1); esta relacao foi
observada também na arvore das inferéncias filogeograficas, porém com baixo apoio de pp e
bs. O outro valor de pp considerado elevado suporta o clado formado pelos grupos G, H e I,
gue ocupa a parte leste do interflivio Madeira—Tapajos.

Quanto a escala temporal, Kentropyx calcarata divergiu das demais espécies do
género durante o Mioceno medio a tardio e suas populacdes diferenciaram-se mais
recentemente, no Pleistoceno. A idade estimada do primeiro evento de diversificacdo dentro
de K. calcaratai data de 1,42 Ma e corresponde a diferenciacdo em dois clados: um

envolvendo as linhagens situadas a oeste do rio Tapajos (G, H, 1) e o outro agrupando as
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demais populacdes a leste desse rio, abrangendo desde o interflivio Tapajoés—Xingu até a
porcdo a leste dos rios Tocantins-Araguaia, a ilha do Marajé e as areas ao norte do rio
Amazonas (Figura 10). Os eventos de divergéncia das linhagens dentro desses principais

clados ocorreram todos entre 1.16 e 0.21 Ma.

3.5 Dindmica demogréfica

Os gréaficos de distribuicdo mismatch (Figura 11) obtidos pelo programa DNASP
foram construidos a partir dos genes mitocondriais concatenados e para 0s agrupamentos com
mais de trés individuos. Os valores referentes ao indice de Raggedness (R) ndo foram
estatisticamente significativos (p>0.05) para os agrupamentos filogeograficos investigados, o
que indica que ndo se pode rejeitar a hipdtese nula de expansdo populacional (Harpending,
1994). De acordo com os graficos (Figura 11) os grupos A, D, E, F e G sdo 0s que mais se
ajustam a um modelo de expansdo, ao contrario dos grupos C, H e J, cujas frequéncias

observadas ndo seguem o padrdo unimodal de expansao populacional.
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Figura 11 — Gréficos de distribuicdo mismatch para cada grupo com mais de trés individuos, com
base na diferenca entre a frequéncia dos hapl6tipos. A linha inteira do grafico representa a frequéncia
esperada sob 0 modelo de expansdo populacional e a tracejada indica a frequéncia observada. O valor
de R refere-se ao indice de Raggedness.
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Os EBSP foram calculados para cada um dos agrupamentos com mais de trés
individuos e indicaram que o grupo que inclui a ilha do Marajo e a maior parte da area a leste
do rio Tocantins (Grupo D) apresentou uma expansdo rapida e recente, entre 0.3 e 0.4 milhdes
de anos. A populacdo F, a qual abrange o interflavio Xingu—Tocantins, com alguns individuos
ocorrendo ao norte do rio Amazonas na por¢do oeste do rio Jari (FLOTA Paru), apresentou
indicios de um abrupto crescimento populacional, cerca de 0.2 milhdes de anos atrés. Nesse
mesmo periodo, aproximadamente, os EBSP indicam uma expansao populacional nos grupos
A e G. Na escala temporal recuperada pela analise, ndo foi detectado crescimento

populacional nos demais grupos (C, E, H e J) (Figura 12).
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Figura 112 — Andlise de Extended Bayesian Skyline Plots calculadas para cada um dos grupos
resultantes das inferéncias filogeograficas.
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3.6 Analise sobre deslocamento de caracteres

Os agrupamentos dos individuos de K. calcarata presentes nos locais onde K.
altamazonica também ocorre ndo apresentaram niveis de divergéncia consideraveis em
relacdo aos outros grupos de K. calcarata. As andlises filogenéticas agruparam os individuos
de K. calcarata que ocorrem em simpatria com K. altamazonica, com altos apoios, em
populacgdes distintas, como é o caso dos individuos provenientes da regido proxima a usina
hidrelétrica de Belo Monte no rio Xingu, que foram alocadas tanto no grupo F quanto em J.

Ainda, com relacdo aos grupos resultantes, mesmo agrupando os individuos que
ocorrem em simpatria com K. altamazonica em uma s6 populacdo, houve a inclusdo de
amostras de outras regides onde ndo é registrada a ocorréncia de K. altamazonica. Os
individuos das localidades préximas ao rio Trombetas, no norte da Amazonia, agruparam-se
com exemplares do oeste do rio Anapu, na baia de Caxiuana (grupo C), onde K. altamazonica
ndo ocorre. O outro caso ocorreu entre os individuos do grupo H, em Rondénia, que

agruparam-se com espécimes de Itaituba, onde ndo ha registros de K. altamazonica.
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4 DISCUSSAO

Esse estudo representa um aumento substancial no esforco amostral para a espécie K.
calcarata, incluindo uma amostragem geografica, de individuos e marcadores, mais ampla do
que qualquer estudo ja feito com a espécie. Utilizando abordagens filogenéticas e
populacionais, com base em quatro marcadores moleculares, foi investigada a estrutura das
populacdes amazoénicas, sua historia demogréafica, assim como o padrdo dos rios tributarios da
Amazonia oriental como barreiras para a diversificacdo das linhagens. Os resultados
indicaram que algumas populacbes de K. calcarata estdo em processo de expansdo na
Amazonia e que os principais rios afluentes do rio Amazonas limitam o fluxo génico entre as
populacoes isoladas a cada lado de suas margens. Contudo, o aumento do niumero de amostras
e a inclusdo de marcadores nucleares nas analises, em relacdo a estudos anteriores, ndo foram
suficientes para a obtencdo de bons suportes estatisticos nos noés mais basais da arvore
filogenética.

Os genes mitocondriais foram determinantes no estabelecimento das relacGes
filogenéticas, por serem mais varidveis. A alta variabilidade desses marcadores foi revelada a
partir dos maiores valores das métricas de polimorfismo de DNA e da variancia molecular
calculada para cada marcador entre os grupos filogenéticos. Devido a elevada taxa mutacional
dos marcadores mitocondriais em relagdo aos nucleares, sua utilizacdo em estudos
filogeograficos torna-se uma ferramenta valiosa para determinar processos evolutivos recentes
(Frankham et al., 2008; Antonelli, 2010), como € o caso da diversificacdo intraespecifica
dentro de K. calcarata. As analises multi-locus, por sua vez, contribuiram para assegurar
maior acuracia nas relacfes entre as populacdes, com base em métodos de coalescéncia e na
estimativa dos tempos de divergéncia (Mila et al., 2011; Brito e Edwards, 2009; Knowles &

Carstens 2007).
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4.1 Inferéncias filogenéticas e populacionais

Os resultados das anélises filogenéticas e populacionais detectaram a presenca de pelo
menos onze populacdes dentro de Kentropyx calcarata. Assim como 0s agrupamentos obtidos
pelas inferéncias filogenéticas, as populacbes delimitadas geograficamente, tendo como
limites os rios amazonicos, mostraram uma diferenciacdo significativa, com elevados valores
nos indices de Fst, indicando haver baixo fluxo génico entre elas (Wright, 1978; Allendorf &
Luikart, 2007; Frankham et al., 2008). Além disso, a analise de variancia molecular calculada
a partir dos marcadores mitocondriais resultou numa variacdo genética maior entre 0s grupos
geograficos do que entre os individuos presentes em cada grupo, podendo indicar 0s rios
como uma barreira potencial ao fluxo génico dessas populacbes. No entanto, estimativas
diretas de migracdo com base em analises coalescentes multi-locus sdo ainda necessarias para
inferéncias mais robustas quanto aos padrdes de fluxo génico entre as principais linhagens de
K. calcarata.

O padréo de rios como barreiras ao fluxo génico é suportado na Amazonia oriental
para varias espécies de anfibios (Fouquet et al., 2012a, b), aves (Aleixo, 2004; Ribas et al.,
2012; Maldonado-Coelho et al., 2013; Thom e Aleixo, 2015), insetos (Hall e Harvey, 2002)
mamiferos (Ayres e Clutton-Brock, 1992; Lynch Alfaro et al., 2014) e répteis (Avila-Pires et
al., 2012). Nossos resultados indicam que o rio Amazonas e seus tributarios Tapajés, Xingu e
Tocantins, da porcdo sul, limitam populacdes de K. calcarata, ainda que em alguns momentos
essa barreira seja rompida. Possiveis dispersdes ocasionais foram observadas através do rio
Xingu, envolvendo os grupos F e J, em localidades proximas a usina hidrelétrica de Belo
Monte; do rio Tocantins para o grupo D, na regido de Estreito; e do rio Amazonas para 0S
grupos C e F, os quais além da margem norte, ocorrem na localidade de Caxiuana ao sul, e, no

caso de F, abrangendo outras regifes do interflivio Xingu-Tocantins (Figura 7).
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As arvores filogenéticas baseadas nos marcadores concatenados (MV, 1B) mostraram
uma estruturacdo entre os grupos parcialmente congruente com o cenario previsto por Rosseti
& Valeriano (2007) para a regido do baixo curso dos rios Amazonas e Tocantins, assim como
encontrado por Avila-Pires et al., (2012). A separagio entre os grupos D e F e a inclusio em
D dos exemplares da Ilha do Marajo e leste do Tocantins corroboram a hipotese da formacéo
recente da Ilha do Marajd, a partir da alteracdo do curso do rio Tocantins de nor-noroeste para
Nordeste e subsequente surgimento do rio Para. No entanto, 0s agrupamentos inesperados
obtidos em Avila-Pires et al. (2012) foram novamente recuperados. Entre esses agrupamentos
estd o clado ((D-E)F) que combina populagdes das calhas norte e sul do Amazonas na altura
de sua foz; e o clado C, abrigando populacGes da margem esquerda da Baia de Caxiuana (rio
Anapu), ao sul do rio Amazonas, e da regido proxima ao rio Trombetas, ao norte. Com
relacdo a arvore de espécies, nem todos os nos dos ramos recuperados apresentaram altos
valores de probabilidade posterior.

Contudo, em ambas as inferéncias (arvore de genes concatenados e arvore de espécies)
a relacdo entre os agrupamentos é suportada pela baixa distancia genética calculada par-a-par.
A monofilia entre o grupo A (Almeirim) e o grupo B (Laranjal do Jari-AP), além de bem
apoiada em ambas as arvores (pp = 1.0 e bs = 92 para a arvore de MV e IB; pp = 0.92 para a
arvore de espécies) é suportada pela menor distancia genética (0.015), em relacdo aos demais
grupos. Da mesma forma, o agrupamento de D e E na arvore de espécies € bem suportado (pp
= 1.0) e o grupo C apresenta menores valores de distancia corrigida e ndo corrigida quando
comparado com o grupo F. Este grupo, por sua vez é mais proximo de A, de acordo com a
matriz de distancia, e junto com A, B e C formam um clado bem apoiado na arvore de
especies. A relagéo entre o clado formado pelos grupos G, H e | também foi recuperada pelos
resultados da matriz de distancia, onde o grupo G apresenta menor distancia genética quando

comparado com o grupo H e este com 1.
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4.2 Datagao molecular

De acordo com os resultados do relégio molecular relaxado, as datagdes ndo foram
totalmente concordantes com Werneck et al. (2009), os quais estimaram tempos de
diversificacdo relativamente mais antigos (Figura 4). As relacdes entre K. calcarata e 0s
individuos do grupo externo ndo obtiveram apoios altos de pp e bs e as estimativas temporais
entre eles apresentaram esparsos intervalos de confianca (Figura 10). Tais resultados podem
ser decorrentes da calibragdo adotada e da grande diferenca quanto ao esforco amostral
intraespecifico. Werneck et al. (2009) investigavam as relacdes interespecificas do género
Kentropyx, tendo utilizado apenas duas amostras de K. calcarata. Além disso, o estudo de
Werneck et al. (2009) utilizou uma calibracdo secundaria para a origem do género Kentropyx,
obtida a partir do estudo de Giugliano et al (2007), que empregou calibracdes fosseis para
estimar os tempos de diversificacdo para toda a familia Teiidae. A taxa de substituicdo de
marcadores mitocondriais de Macey (1998), utilizada nesse estudo para calibrar as estimativas
de tempos de divergéncia, é baseada em eventos recentes segundo Losos (2009) e com isso,
foi utilizada principalmente para estimar de forma mais precisa a datacdo das divergéncias
populacionais.

A arvore de espécies indicou que a divergéncia de Kentropyx calcarata das demais
espécies do género data do Mioceno médio a tardio, entre 10 e 5 Ma. A relacdo entre K.
calcarata e K. pelviceps foi recuperada, como em Werneck et al., (2009), apesar de apresentar
suporte estatistico moderado (pp = 0.71). Werneck et al. (2009), com base em dois espécimes
de K. calcarata, um da Guiana e outro do Mato Grosso, estimou a diversificacdo entre as
populagdes como tendo ocorrido no Plio-Pleistoceno, a aproximadamente 3,4 Ma. Nesse
estudo, diferentemente, todas as divergéncias entre os grupos filogenéticos datam do
Pleistoceno. Além das diferencas nos métodos de datacdo utilizados, os diferentes tempos de

diversificacdo inferidos podem ter sido influenciados também pelos diferentes esforcos
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amostrais adotados, sendo que apesar do nosso estudo possuir um esforco amostral muito
mais amplo, 0 mesmo ndo incluiu amostras de individuos do extremo norte da distribuicéo da
especie.

O primeiro evento de separacdo dos agrupamentos filogenéticos ocorreu entre 0,94 e
1,97 Ma. O clado formado pelos grupos G, H e | (pp = 0.93), localizados a oeste do rio
Tapajos divergiram dos demais (pp = 0,55), localizados ao Norte e sul do rio Amazonas até a
margem leste do rio Tapajos, e formaram dois agrupamentos reciprocamente monofiléticos
(Figura 10). Tal divergéncia pode indicar que o rio Tapajos atuou como barreira inicial
vicariante (barreira primaria), uma vez que o tempo de divergéncia das linhagens corresponde
a datacdo estimada do estabelecimento do rio, entre 0,8 a 1,3 Ma, segundo Ribas et al. (2012).
A datacdo da divergéncia e a atribuicdo do rio Tapajés como barreira primaria também
concordam com os resultados de Lynch Alfaro et al. (2014) e Thom e Aleixo (2015), os quais
além disso indicam as areas de endemismo de Rondonia e Inambari (respectivamente a oeste
e leste do rio Madeira) como sendo as mais ancestrais.

Os tempos de diversificacdo estimados para a divergéncia entre as populacbes A e B,
assim como entre C e F, D e E, foram os mais recentes, entre 0,09 e 0,65 Ma. A divergéncia
entre A e B pode ser explicada pela presenca do rio Jari, que poderia atuar como uma barreira
entre as populacbes. N&o ha estudos, contudo, que datam o surgimento desse rio, para permitir
verificar se hd congruéncia temporal entre o surgimento do rio e a separacdo entre as
populagdes.

Ainda ndo existe um consenso quanto ao periodo exato em que o rio Amazonas foi
estabelecido (Figueiredo et al., 2009; Hoorn et al., 2010; Latrubesse et al., 2010; Ribas et al.,
2012). No entanto, diversos autores concordam que pelo menos desde o Plioceno ele atua
como uma barreira, limitando populac6es as margens norte e sul. Com isso, mesmo que seja

considerado 0 modelo de diversificagdo mais recente (Ribas et al., 2012; Lynch Alfaro, et al.,
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2014), o tempo de divergéncia recuperado para a diferenciacdo entre as populacdes de K.
calcarata das margens norte e sul do rio Amazonas ainda serd mais recente. Portanto, é
improvavel que o rio tenha sido a barreira inicial (primaria) que separou as populacdes.

Sobre o agrupamento entre os individuos proximos ao rio Trombetas e a oeste do rio
Anapu, na baia de Caxiuana (grupo C), Avila-Pires et al. (2012) sugeriu que possa ter sido
consequéncia de rearranjos na calha do rio (de forma que trechos de terra em uma das
margens tenha passado para a outra margem), ou uma possivel dispersdo passiva, entre
margens opostas, em bancos de capim flutuante. De acordo com a arvore de espécies, esse
grupo mostrou-se mais préximo de F, que também ocorre em ambas as margens da foz do rio
Amazonas, e 0s dois grupos junto aos grupos A e B (norte do rio Amazonas) formam um
clado reciprocamente monofilético bem apoiado (pp = 0,92), que divergiu entre 0,23 e 0,65
Ma, apds a formacdo do rio. Da mesma forma, assim como em Avila-Pires et al (2012), os
grupos do leste do rio Tocantins/Marajo (D) e Paru/Amapa (E) formaram um agrupamento
monofilético (pp = 1.0), irmdo do clado supracitado. Maior similaridade entre as espécies
junto a foz do rio Amazonas em relagcdo a seu médio curso é algo ja observado (Ayres &
Clutton-Brock, 1992; Avila-Pires et al., 2012), indicando ter havido, em determinados
momentos, migracédo de fauna entre as margens do rio Amazonas nessa regidao. O que levou a
isso € algo ainda ndo entendido, talvez relacionado também & dindmica do rio e/ou a variagdes

no nivel do mar (Avila-Pires, 1995).

4.3 Histéria demografica

Os resultados dos testes D de Tajima, FS de Fu, bem como o padrdo unimodal das
curvas de distribuicdo mismatch e as analises do EBSP obtidas para A, D e F sdo consistentes
com 0 que se espera de populagOes que estejam sob um modelo de expansdo populacional

(Excoffier et al. 2004). O padrao radial dos haplogrupos A (na rede de hapl6tipos em Cytb), D
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e F (na rede de hapldtipos de 16S), também indica que essas populacdes passaram por
processo de expansao.

Na escala temporal recuperada pela analise de EBSP, os grupos A, D, F apresentam
indicios de expansdo recente, durante o Pleistoceno, desde aproximadamente 0.5 Ma e 0s
demais grupos, possivelmente permaneceram em equilibrio populacional (Figura 12). Apesar
dos testes de desvio de neutralidade terem obtido valores significativos para as populagdes A,
D e F devemos encarar tais resultados com cautela, uma vez que esses testes foram
desenvolvidos com base em popula¢cdes panmiticas (Ray et al., 2003; Excoffier, 2004).

A expansédo populacional em D, segundo as estimativas de tempo do EBSP, iniciou-se
entre 0.2 e 0.4 Ma e antecede ao periodo da mudanca do curso do rio Tocantins para o sentido
nor-nordeste (entre 6 e 8 mil anos atras), segundo o cenario proposto por Rosseti & Valeriano
(2007). Tais resultados reforcam o fato de que o tempo de separacéo entre as linhagens da ilha
do Marajo e leste do rio Tocantins ndo foi suficiente para ocasionar a divergéncia entre elas,
devido & mudanga do curso do rio ter sido um evento extremamente recente (Avila-Pires et
al., 2012).

A datacdo média estimada para a expansdo do grupo D (entre 0.3 e 0.2 Ma) esta
inserida no intervalo do tempo de divergéncia entre D e E (0.56 — 0.17 Ma), ndo descartando a
hip6tese de que a dispersdo possa ter levado a diferenciacdo entre os agrupamentos. O mesmo
ocorre com o grupo F, cujo intervalo da data estimada de expansdo populacional (0.3 — 0.2
Ma) sobrepbe-se ao intervalo do tempo de separa¢do com o grupo C (0.42 — 0.16 Ma). Ao
contrério do que ocorre em D e F, o grupo A expandiu durante um periodo posterior a
diversificacdo com o grupo B, 0 que implica que a expansdo pode ndo ter sido o fator que
desencadeou a divergéncia entre esses grupos. Todos os intervalos de tempo de expansdo
populacional resultantes do EBSP correspondem aos periodos dos maximos glaciais no

Pleistoceno.
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Os resultados das inferéncias populacionais ndo corroboram a divergéncia entre
populacdes de Kentropyx calcarata em simpatria com K. altamazonica, e as demais, como
encontrado por Gallagher et al. (1986). Alguns individuos ocorrendo em areas de simpatria
foram arranjados em grupos distintos ou, ainda, agruparam-se com individuos localizados em
areas onde ndo ocorre K. altamazonica. Nesse Ultimo caso, os baixos niveis de variagdo
genética poderiam implicar que o suposto “character displacement” nao teria afetado, mesmo

indiretamente, nenhum dos genes propostos para esse trabalho.
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5 CONCLUSOES

Os resultados combinados das andlises filogenéticas e populacionais envolvendo as
dez linhagens de K. calcarata assinalam uma espécie com alta capacidade dispersiva, cujos
grupos A, D e F indicaram estar em processo de expansao populacional recente (a partir do
Pleistoceno médio) na Amazonia oriental. Por ser uma espécie tipica de ambientes florestais,
K. calcarata representa um modelo ideal para estudos de diversificagio na Amazonia
associados a eventos de alteragdes na composicdo vegetacional, diante das oscilacdes
climaticas. Por outro lado, sua preferéncia por ambientes proximos a cursos d’adgua ndo
descarta a hipotese de que os individuos possam ter dispersado, acompanhado a evolu¢do da
drenagem dos rios amazoénicos e, posteriormente, terem sido limitados pelos mesmos.

Os tributérios da calha sul do rio Amazonas (Tapajés, Xingu e Tocantins) limitam
linhagens de K. calcarata, nas margens opostas de seus cursos. Altos indices de estruturacdo
foram detectados entre as populacfes dispostas nas regides geograficas limitadas por rios. As
linhagens do Marajo e Leste do Tocantins foram agrupadas em um soO clado, refletindo a
recente alteracdo do curso do rio Tocantins, como previsto no cenario de Rosseti & Valeriano
(2007).

O estabelecimento do rio Tapajos pode ter sido o evento vicariante inicial que isolou
as linhagens de K. calcarata a oeste de seu curso dos demais. A ancestralidade dos individuos
situados na porcdo oeste da Amazonia, incluindo a area de endemismo Rond6nia (Madeira—
Tapajos) também é reportada para outros organismos na Amazénia (Lynch Alfaro et al.,
2014, Thom e Aleixo, 2015). Porém, ndo se pode descartar a hip6tese de que os individuos de
K. calcarata poderiam ter se diversificado via dispersdo para o leste e norte da Amazonia, em
meio a dindmica das fragmentacgdes florestais ocasionadas pelas oscilagfes climaticas dos

periodos glaciais.
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Anexo 1 — Amostras de tecidos de Kentropyx calcarata e seus respectivos interflivios e localidades

NO

Regibdes/Interflivios amostras Etiquetas
Leste do rio Jari = 22
Laranjal do Jari-AP 3 MPEG 29901; MPEG 29902; AP462
Macapé-AP 7 ACS 013, ACS 018, ACS 019, ACS 021, ACS 029, ACS 033,
ACS 034
Mazagao-AP 6 MPEG 298895 MPEG 29895; MPEG 29893; MPEG 29888,
MPEG 29894; MPEG 29886
Serra do Navio-AP 6 ACS 041, ACS 052, ACS 058, ACS 060, AP 228, AP 240
Ilha do Maraj6 = 12
Afud-PA (Rio Preto) 2 MPEG 29587; MPEG 29589;
Chaves-PA (Fazenda Tauari) 7 E/IZJH 32; MJH 64; MJH 63; MJH 45; MJH 44; MJH 62; MJH
Santa Cruz do Arari-PA 3 TCAP 3383; TCAP 3376; TCAP 3377,
Leste do rio Tocantins = 11
Barcarena-PA (Vila dos Cabanos) 1 MPEG 27029;
Cameta-PA 1 MSH 12019
Garrafdo do Norte-PA 3 MSH 10773; MSH 10775; MSH 10766
Outeiro-PA 1 OUT 013
Tailandia-PA 3 AAGARDA 865; AAGARDA 884; AAGARDA 864
Santa Béarbara (Gunma) 1 MPEG 28013
UHE Tucurui-PA 1 MSH 12105
Interflivio Madeira-Tapajoés = 40
FLONA do Jamari-RO 3 FJ 25; FJ 142; FJ 140
Guajarad-Mirim-RO (PARNA Serra da Cutia) 1 MPEG 21364
MPEG 22296; MPEG 22303; MPEG 29486; MPEG 29484,
Itaituba-PA (PARNA Amazdnia) 11 PRMT 145; PRMT 146; PRMT 148; MPEG 29485; PRMT
237; MPEG 22301; MPEG 22297
Juruti-PA (Acampamento Mutum) 5 ;'\|<I/|PPEEGG22018£?§2; MPEG 20805;MPEG 20820;MPEG 25124
Juruti-PA (ALCOA Platd Capiranga) 5 2/'525? I\%ISP(I)Elé;ZI\gfziG 25012; MPEG 25014, MPEG
Juruti-PA (Base Barroso) 1 MPEG 21864
Juruti-PA (Pacoval) 3 MPEG 26524; MPEG 27836; MPEG 27837
Maués-AM (Rio Paraconi) 3 MPEG 27661; MPEG 27662; MPEG 27664
Resex Tapaj6s Arapiuns-PA (Alto Mentae) 1 MSH 11068
Resex Tapajos Arapiuns-PA (Capixaud) 4 HERP 5295; HERP 5354; HERP 5356; HERP 5370
Resex Tapaj6s Arapiuns-PA (Tucumatuba) 3 HERP 5890; HERP 5831; HERP 5827
Oeste do rio Trombetas = 4
Itacoatiara-AM 1 MPEG 29306
Oriximina-PA 2 MPEG 24778; MPEG 29246;
Urucara-AM (Marajatuba) 1 MPEG 29309;
InterflGvio Tapajds-Xingu = 38
Altamira-PA 2 MPEG 28522; MPEG 28525
Itaituba-PA (Aldeia Nova) 1 MPEG 30016
Itaituba-PA (Mina do Palito) 7 J'\&E;igﬁgé 1\7/I7|;EG 29108; JOG 773; JOG 756; JOG 810;
Itaituba-PA (Mina do Tocantinzinho) 4 MPEG 29047; MPEG 29050; MPEG 29051; MPEG 29052
Itaituba-PA (Pimental) 3 MPEG 29482; MPEG 29483; PRMT 082



Séo Félix do Xingu-PA (PARNA Serra do Pardo)

Vitoria do Xingu-PA (UHE Belo Monte. Bom Jardim)

12

54

MSH 11815; MSH 11817 ; MSH 11763; MSH 11765; MSH
11655; MSH 11669; MSH 11670; MSH 11812; MSH 11830;
MSH 11840; MSH 11768; MSH 11764

MPEG 24827; MPEG 24828; MPEG 24831; MPEG 24832;
MPEG 24829; MPEG 24830; MPEG 24834; MPEG 24835;
MPEG 24836

InterflGvio Trombetas-Jari = 76

Almeirim-PA (FLOTA Paru)

Almeirim-PA (Monte Dourado)

Almeirim-PA (REBIO Maicuru)

Obidos-PA (FLOTA Trombetas)

29

15

24

MPEG 26752; MPEG 26753; MPEG 26754; MPEG 26755;
MPEG 26756; MPEG 26757; MPEG 26758; MPEG 26759;
MPEG 26760; MPEG 26761; MPEG 26762; MPEG 26763;
MPEG 26764; MPEG 26765; MPEG 26766; MPEG 26767
MPEG 26768; MPEG 26772; MPEG 26773; MPEG 26774,
MPEG 26777; MPEG 26727; MPEG 26781; MPEG 26782;
MPEG 26784; MPEG 26785; MPEG 26779; MPEG 26769;
MPEG 26775

MPEG 23887; MPEG 23882; MPEG 23889; MPEG 23891;
MPEG 23894; MPEG 23878; MPEG 23883; MPEG 23885;
MPEG 23890; MPEG 23849; MPEG 23851; MPEG 23855;
MPEG 23862; MPEG 23864; MPEG 22042

MPEG 26706; MPEG 26693; MPEG 26694; MPEG26695;
MPEG 26703; MPEG26730; MPEG 26732; MPEG 26747,
MPEG 26698; MPEG 26707; MPEG 26710; MPEG 26716;
MPEG 26718; MPEG 26700; MPEG 26708; MPEG 26722;
MPEG 26696; MPEG 26705; MPEG 26709; MPEG 26713;
MPEG 26714; MPEG 26720; MPEG 26721, MPEG 26723

MPEG 26683; MPEG 26684; MPEG 26685, MPEG 26686;
MPEG 26687; MPEG 26689; MPEG 26690; MPEG 26688

Interfldvio Xingu-Tocantins = 57

Anapu-PA (UHE Belo Monte)

UHE Estreito

Marabé-PA

Maraba-PA (FLONA Tapirapé-Aquiri)

Séo Félix do Xingu-PA

Sao Geraldo do Araguaia-PA (Serra das Andorinhas)

Senador José Porfirio-PA

Portel-PA (Faz. Riacho Monte Verde)

Portel-PA (FLONA Caxiuana. Leste do Rio Anapu)

Portel-PA (FLONA Caxiuana. PLOT PPBIO. Oeste do
Rio Anapu)

w W NP, N W N

29

MPEG 24832; MPEG 24845

MPEG 27056; MPEG 27057; MPEG 27058
ALPA 113; ALPA 114

OuUT 013

LOD 769; LOD 770;

MPEG 31054; MPEG 31053; MPEG 31052

LOD 476; LOD 578; LOD 579

MPEG 24686; MPEG 24687; MPEG 24689; MPEG 24690;
MPEG 24691; MPEG 24693; MPEG 24694

MSH 11619; MSH 11621; MSH 11519; MSH 11520; MPEG
28943

MPEG 25860; MPEG 25862; MPEG 25864; MPEG 25870;
MPEG 25873; MPEG 25874; MPEG 25875; MPEG 25876;
MPEG 25877, MPEG 25879; MPEG 25881; MPEG 25883;
MPEG 25849; MPEG 25850; MPEG 25851; MPEG 25852;
MPEG 25853; MPEG 25854; MPEG 25856; MPEG 25857;
MPEG 25859; MPEG 26328; MSH 11597; MSH 11601; MSH
11536; MPEG 24684; MPEG 24685; MARJ 1086; MARJ 876

Total geral = 260




