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“Adaptabilidade nédo € imitacéo.
Ela significa poder de resisténcia e assimilacao.”

Mahatma Gandhi



RESUMO

A genética da paisagem adaptativa € um tema transversal de estudos, que
combina conhecimentos de ecologia da paisagem e dados relativos a genética
populacional das espécies. Em lagartos, essa abordagem ja foi utilizada para
responder questdes como mudancas climaticas, fragmentacdo de habitats e
incertezas taxonémicas. Apesar de Tropidurus hispidus parecer ser uma espécie
coesa, porém ecologicamente adaptavel, apresenta evidéncias de estruturacao
populacional. Esse trabalho objetivou avaliar a continuidade genética de T.
hispidus ao longo dos biomas Floresta Amazbnica, Caatinga, Agreste, Floresta
Atlantica e na vegetacdo de Restinga, além da zona urbana. Para tal, marcadores
moleculares nucleares ISSR foram analisados por reacdes de PCR/eletroforese.
Apesar da descontinuidade ambiental na area amostrada, os resultados indicam
que T. hispidus parece apresentar forte conexao génica entre a populacdes locais
(demes), podendo constituir-se como um taxon evolutivamente coeso cujas
populagBes possuem intenso fluxo génico. A espécie provavelmente apresenta
alta capacidade migratéria ao longo dos diferentes ecossistemas estudados.

Palavras-chave: diversidade criptica, fluxo génico, historia populacional



ABSTRACT

Landscape genetics is a transversal line of sutdy which crosses data
obtained from both landscape ecology and population genetics. In lizards, this
approach has already been used to answer questions regarding climatic changes,
habitat fragmentation and taxonomic uncertainty. Albeit Tropidurus hispidus
seems to be a coherent and ecologically plastic species, it shows some evidence
of population structuring. This work aimed to evaluate the genetic connectivity
among populations of T. hispidus from the Amazonic Rainforest, Caatinga,
Agreste, Atlantic Rainforest and Restinga, besides urban zone. Nuclear molecular
markers ISSR were analyzed through PCR/electrophoresis reactions. Even under
the extreme environmental differences in the sampled area, results suggest that T.
hispidus seems to experience a strong genetic connection among its local groups
(demes), and it may be considered a single evolutionary taxon, whose populations
share a strong genetic flux. The lizard probably possesses a high capacity to
migrate and adapt along the observed ecosystems.

Keywords: cryptic diversity, gene flux, population history
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1. INTRODUCAO

1.1. Genética da paisagem adaptativa

A genética da paisagem adaptativa pode ser definida como um tema
transversal de estudos, que combina os conhecimentos sobre a ecologia da
paisagem de determinada espécie e dados relativos a sua genética populacional
(HOLDEREGGER e WAGNER, 2006). Consequentemente, essa abordagem
consegue prover informacdes a respeito da interacdo entre as caracteristicas
biogeogréaficas e ambientais da paisagem em que um grupo se desenvolveu e seus

processos, tais como fluxo génico, deriva genética e sele¢cdo (MANEL et al., 2003).

Contudo, para a realizacdo dos estudos de genética da paisagem adaptativa,
faz-se necessario o entendimento de trés concepc¢fes basicas: (a) o foco dessa
abordagem estda compreendido nos fenbmenos micro-evolutivos, processos
evolutivos intra-especificos, (b) sdo abordados, sempre que possivel, dois processos
eco-evolutivos, como fluxo génico e selecdo, que exigirdo diferentes abordagens de
estudo e c) faz-se necesséria a construcao de dois conjuntos de dados, um relativo
ao genoma e outro concernente a paisagem adaptativa, que serdo posteriormente
comparados quanto a suas possiveis associa¢cdes (HOLDEREGGER e WAGNER,
2006).

Ao conseguir realizar a unido de processos de evolugdo populacional e
individual com as caracteristicas ambientais que possivelmente os afetam, esses
procedimentos podem fornecer informacoes relevantes sobre a evolucédo, ecologia e
biologia da conservacdo da espécie estudada (MANEL et al.,, 2003;
HOLDEREGGER et al.,, 2006). Portanto, a identificacdo de descontinuidades
ambientais entre segmentos da area estudada € crucial para a compreensao da
movimentagdo de individuos em termos histéricos ou mesmo do fluxo dos gametas
através de descontinuidades ecoldgicas ao longo de uma area geografica. Desse
modo, a principal questéo a ser pesquisada atualmente nos estudos de genética da

paisagem adaptativa pretende esclarecer o grau de conectividade estrutural dessas
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diferentes circunstancias ambientais, utilizando-se para tal informacfes genéticas
das espécies (HOLDEREGGER e WAGNER, 2006).

A literatura relativa a estudos de genética da paisagem adaptativa € ainda
relativamente escassa, tanto na regido Neotropical quanto com herpetofauna.
Porém, ja foi adotada em diversos estudos, alguns tendo como &rea regibes
extremas. O continente antartico é considerado um ambiente de baixa diversidade
tanto de habitats como de espécies marinhas, e é conhecido pela dispersao quase
circunglobal das que la habitam (BRANDT et al., 2007; ROGERS, 2007; CLARKE et
al., 2005; CLARKE e JOHNSTON, 2003). Contudo, um estudo utilizando DNA
mitocondrial para acessar a diversidade de holotur6ideos na regido identificou 74
unidades evolutivamente significativas (ESUs), 12 das quais em simpatria, em 39
morfoespécies descritas de pepinos do mar. Tais dados levaram a conclusdo de que
o isolamento por distancia e as diferentes pressdes evolutivas encontradas em
habitats antes pensados como homogéneos podem ter maior influéncia na evolucao
do grupo do que se pensava com base somente em dados morfolégicos
(O'LOUGHLIN etal., 2010).

Também no ambiente marinho, Pérez-Ruzafa et al. (2006) mostraram que
populacbes de peixes que habitavam areas protegidas da pesca no sudeste
espanhol exibiam diversidade genética significativamente maior do que as
populacdes de areas onde a pesca era permitida. Tal evidéncia suscitou a idéia de
que pressoOes seletivas diferentes podem interferir diretamente no curso das feicoes

genéticas das populagdes.

Na regido neotropical, um estudo desenvolvido em Chiroxiphia caudata (Aves)
ao longo do corredor central Mata Atlantica (500 km) revelou evidéncias de
estruturacdo genética mesmo ao longo de um bioma supostamente homogéneo.
Tais evidéncias sustentaram a hipétese de que possivelmente aspectos eco-
geograficos estariam influenciando a baixa conectividade genética (FRANCISCO et
al., 2007).

No sul californiano, a salamandra Ensatina eschscholtzii € um dos exemplos
marcantes de espécies com distribuicio em anel ao longo de um cenario de
expansao e interrupcdo demografica peculiar, perante uma paisagem geografica

restritiva a continuidade historica do fluxo genético dentro da espécie (KUCHTA et
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al., 2009). Na época de sua disperséo, havia um canal entre 0 Oceano Pacifico e o
vale central californiano, o que acreditava-se que tornava a regido instransponivel.
Apesar disso, os resultados mais recentes confirmam que uma das populacbes do
anfibio conseguiu atravessar o canal e, ao sul de uma cadeia de montanhas,
reencontrou sua populagcéao-irma, agora outra subespécie, caracterizando um modelo
classico de espécies em anel envolvendo populagbes genético-evolutivamente
descontinuas (KUCHTA etal., 2009).

No sudeste do Brasil, Carnaval et al. (2009) aplicaram tal abordagem ao
estudo de quatro espécies de anfibios, associando a diversidade genética de suas
populagbes a seus habitats. Entre as conclusdes, esta a de que espécies que
habitam o interior da floresta atlantica apresentam populagbes com maior
diversidade genética entre si do que as popula¢cdes de espécies de borda de mata e
as de areas abertas. Como a floresta atlantica se encontra fragmentada, as
populacbes de mata fechada ndo conseguem manter seu fluxo génico e se
distanciam geneticamente umas das outras, enquanto as de area aberta conseguem

manter um nimero de migrantes suficiente para manter a coesao genética.

1.2. Genética da paisagem adaptativa em Squamata

Em lagartos, a utilizacdo da abordagem da paisagem genética tem sido cada
vez mais frequente, e ja foi utilizada para responder perguntas diversas relacionadas
a questdes como mudancas climaticas, fragmentacdo de habitats e incertezas
taxonbmicas (TOLLEY et al. 2009; LEVY et al. 2010; O'NEILL et al. 2008;
FREEDMAN et al. 2010).

Por exemplo, Driscoll e Hardy (2005) encontraram niveis similares de
variacdo genética em populagbes do lagarto australiano Amphibololurus nobbi tanto
em areas desmatadas quanto em areas de protecdo ambiental proximas, mas
curiosamente encontrou também um padrdo de isolamento entre essas areas de
protecdo. Outros estudos prévios com lagartos também encontraram variacao
genética populacional reduzida e estruturagdo populacional em habitats
fragmentados (STOW et al. 2001; BERRY et al. 2005). Em outro artigo, o
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desmatamento provocado em uma regiao agricola do oeste da Australia parece ter
causado um declinio na diversidade genética em lagartos Ctenophorus ornatus, que
habitam afloramentos rochosos, além de aumentar a divergéncia entre populacdes

ao reduzir o fluxo génico (LEVY etal., 2010).

Um estudo de paisagem genética realizado com duas espécies de
esquamados na Africa do Sul revelou que a maioria de suas populacdes possui fluxo
génico quase nulo, com grande isolamento populacional (TOLLEY et. al, 2009).
Contudo, animais presentes na parte leste da regido possuem maior troca de
material genético, apesar de aquela area apresentar maior densidade de barreiras
geograficas. Como essa abordagem analisa processos histéricos a partir de dados
populacionais atuais, 0s autores argumentam que no passado provavelmente havia

menos barreiras ao fluxo génico nessa regiao.

Outros trabalhos utilizando genética da paisagem sugerem que um aumento
na variacdo genética pode ser atribuido a eventos recentes de fragmentacdo e a
redistribuicdo de individuos ao longo de fragmentos de habitats (DRISCOLL e
HARDY, 2005; SUMNER, 2005). Contudo, necessidades especificas de habitat ou a
habilidade de se dispersar podem ser cruciais em permitir ou restringir o fluxo génico
em ambientes alterados (RICKETTS, 2001; HOEHN et al. 2007).

1.3. Tropidurus hispidus (Spix, 1825)

Neste trabalho, a abordagem da paisagem genética foi aplicada a Tropidurus
hispidus (FIGURA 1). Pertencente a familia Tropiduridae, é o maior lagarto de seu
género, com comprimento rostro-caudal entre 68 a 114mm e comprimento total que
pode chegar a 35cm (KOLODIUK et al., 2010). Além disso, se adapta bem a
ambientes com condi¢des climaticas drasticas e temperatura anual média entre 24°
C e 26° C, dados que sugerem elevada taxa metabdlica (MARTIN e PALUMBI, 1993;
LI, 1997). Tal como Tropidurus torquatus, T. hispidus foi uma das espécies que mais
sofreu revisBes taxondmicas na familia (CEIl, 1982; RODRIGUES, 1987, 1988),
sendo Vanzolini e Gomes (1979) e Frost et al. (2001) os autores principais que

iniciaram o atual processo de reavaliacao taxonémica do grupo.
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Apresenta larga tolerancia ecoldgica, o que permite a sua ocorréncia em
areas além de um unico dominio morfoclimatico, sendo encontrada na floresta
atlantica, nas zonas costeiras, nas areas de transicdo entre caatingas e cerrados e
em afloramentos rochosos na Amazonia (FROST et al., 2001; DIAZ-URIARTE, 2000;
ABREU et al., 2002; VANZOLINI et al., 1980; VITT, 1995).

FIGURA 1 - a. Gravura de Tropidurus hispidus (SQUAMATA : Tropiduridae) em sua descricdo
efetuada por Spix, 1825. b.Tropidurus hispidus termorregulando (Jesus Linares, disponivel em:
http://www.treknature.com/gallery/photo224087.htm Acesso em: 07 de marco de 2012).

A espécie parece ser uma excelente colonizadora, sendo encontrada em
areas recém abertas, além de ser reconhecidamente uma generalista de habitat,
utilizando uma vasta gama de microhabitats (RODRIGUES, 1987; VITT, 1995; VITT
e CARVALHO, 1995; VITT et al., 1997). Utiliza diversos substratos, como solos
arenosos, pedregosos, troncos de arvores e afloramentos rochosos, porém é
predominantemente saxicola, visto que rochas podem prover espaco para forrageio,
abrigo, nidificacdo e termorregulacio (PASSONI et al. 2008, VITT et al. 1997, DIAZ-


http://www.treknature.com/gallery/photo224087.htm
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URIARTE, 2000; ABREU et al., 2002). E facilmente encontrada em regiées urbanas,
forrageando e termorregulando sobre muros e cercas (RODRIGUES, 1987, DIAZ-
URIARTE, 2000; ABREU et al., 2002).

A plasticidade desta espécie parece se confirmar também em termos
ecoldgicos, tendo em vista alguns dados recentes acerca das suas tendéncias
alimentares. Tradicionalmente, a espécie € classificada como um predador
oportunistico do tipo senta-e-espera cujo principal item alimentar sdo artropodes,
principalmente formigas (SCHOENER, 1971, ABREU etal., 2002; VAN SLUYS et al.,
2004), seguido de algumas plantas, basicamente flores (VAN SLUYS et al., 2004;
CASTILLO-TRENN, 2004). Contudo, observacdes na Amazoénia revelaram um habito
alimentar primariamente insetivoro, ainda que continue muito heterogéneo (VITT et
al., 1996). Além disso, em uma Restinga do Espirito Santo, T. hispidus apresentou
igualmente habito primariamente insetivoro, com preferéncia por formigas e cupins,
e um leve desvio do comportamento de senta-e-espera para um forrageio mais ativo
(TEIXEIRA e GIOVANELLI, 1999). Por outro lado, T. hispidus de uma localidade da
Caatinga no estado de Pernambuco revelou um habito igualmente diversificado,
porém significativamente diferente daquele observado na Amazobnia, pois utilizava
pequenos frutos como seu item alimentar primario (ALBUQUERQUE et al., 2009).
Tal diferenciacdo de T. hispidus entre paisagens adaptativas descontinuas pode ser
atribuida a plasticidade ecologica (WIRTA et al.,, 2008; ECKERT et al., 2010;
GALLIGAN et al., 2012; DANIELS et al., 2002), mas pode também ser indicativa de

um fendmeno de divisdo populacional perante pressdes seletivas diferentes.

Apesar dos indicativos de ser uma espécie coesa, porém plastica em termos
ecolégicos, o lagarto estudado apresenta algumas evidéncias que podem ser
indicativas de que suas populacdes estejam estruturadas geneticamente. Como
evidéncia de tal estruturacdo intra-especfifica, trés variacdes cariotipicas foram
encontradas entre seis populacbes coletadas em diferentes dominios
morfoclimaticos no Nordeste e Sudeste do Brasil. Todos os cariétipos apresentaram
2n=36 cromossomos e sistema sexual XX/XY. No entanto, existem trés variantes
para uma constricdo secundaria no segundo par de cromossomos: proeminente,
leve e ausente. Estas variacbes aparentam ser caracteristicas de determinadas
localidades, sugerindo variagdes genéticas inter-populacionais. Apesar disso, ndo ha

nenhuma evidéncia morfolégica entre os espécimes das seis populacées estudadas
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que permita sua identificacdo geografica (KASAHARA et al., 1987; KASAHARA et
al., 1996).

Além disso, os estudos de conectividade genética em espécies de ampla
distribuicdo geografica tém quase sempre revelado fenédmenos de estruturacao
populacional, uma vez que conhece-se ainda muito pouco sobre os limites
adaptativos das feicBes genéticas e da plasticidade fenotipica da biota, em especial
aguela Neotropical (WHITE et al., 2010; OLOUGHLIN et al., 2010; GUICKING et al.,
2009). Nesse sentido, marcadores genéticos, especialmente os das regides
genbmicas ISSR, tem sido uma ferramenta de facil e rapida identificacdo e distincao
taxonbmica em diversos grupos animais (MALTAGLIATI et al., 2005; GUICKING et
al., 2009; ZHAO et al., 2009; JOGER, 2007). Alem disso, tal protocolo disponibiliza
um método de precisdo comprovada quanto a existéncia de espécies cripticas,
isolamento populacional e potencial ocorréncia de unidades evolutivamente
significativas ou estoques genético-evolutivamente diferenciados (MEIRMANS e
HEDRICK, 2011; BUSSELL et al., 2005; DESALLE e AMATO, 2004; AMOS e
BALMFORD, 2001).

Em termos gerais, Tropidurus hispidus ocupa de forma abundante zonas
adaptativas profundamente descontinuas (FROST et al., 2001; DIAZ-URIARTE,
1999; ABREU et al., 2002 VANZOLINI et al., 1980; VITT, 1995). Entre o litoral do
estado de Pernambuco, incluindo suas adjacéncias geograficas, e a regido
amazOnica, existe um cenario muito evidente de transicdo morfofisiografica da
paisagem adaptativa, cujas diferencas parecem exercer pressdes seletivas
diferentes. Tanto as evidéncias ecoldgicas relativas ao habito alimentar de T.
hispidus quanto as andlises cromossdmicas parecem confirmar tal hipétese de
estruturacdo populacional. Dessa forma, avaliar como a variabilidade genética de
Tropidurus hispidus se relaciona historicamente ao longo de sua matriz adaptativa
pode auxiliar a compreensdo tanto da evolucdo desse grupo como da propria

paisagem morfofisiografica que habita.
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1.4.Unidades morfofisiogréaficas

1.4.1. Formagéao

Tropidurus hispidus ocupa principalmente os biomas da Floresta Amazdnica,
Caatingas, Floresta Atlantica, e Restinga. Esses s&o subdivididos em seus
respectivos dominios ou unidades fitofisiograficas, como Brejos de Altitude, Agreste
e Zona da Mata para a Floresta Atlantica (SCARANO, 2002; FIASCHI e PIRANI,
2009). De acordo com Veloso e Goes Filho (1982) a distribuicdo atual da flora
neotropical brasileira € o resultado de processos geomorfologicos, como o
desenvolvimento das principais bacias hidrograficas, que atravessaram o escudo
cristalino pré-cambriano do Brasil e levaram a subsequente deposicdo das bacias
sedimentares (JOLY et al., 1999). Esses processos foram significantemente
afetados pelas mudancas climaticas dos ultimos 40 milhdes de anos (JOLY et al.,
1999). No Brasil, os efeitos dessas mudangas climaticas drasticas na distribuicdo e
evolucdo das espécies, bem como na retracdo e expansdo dos biomas como
florestas tropicais e savanas, € bem estudado somente para o periodo Quaternario,
os ultimos 2 milhdes de anos (FIASCHI e PIRANI, 2009; HEWITT, 2004).

Nesse periodo, os oceanos mais frios e as baixas temperaturas dos periodos
glaciais no hemisfério norte diminuiram a evaporacdo de agua, consequentemente
no hemisfério sul as florestas Umidas tropicais e subtropicais deram lugar a
vegetacdes aridas e semi-aridas (HEWITT, 2004). No periodo interglacial, com maior
evaporacédo, as florestas umidas voltaram a se expandir. Durante o Ultimo periodo
glacial (sensu Wisconsin-Wirm), que comecou entre 60 e 70.000 anos atras, a
temperatura era 5°C menor e o0 nivel dos oceanos era 100 m mais baixo,
consequentemente as chuvas eram sazonais e tipicas de climas aridos e semi-
aridos e as florestas Umidas brasileiras regrediram as areas de reflgio do
Pleistoceno, onde a condicdo de umidade poderia manté-las (FIASCHI E PIRANI,
2009; HAFFER, 1969; VANZOLINI et al.,, 1980; BROWN, 1982; SUGUIO e
BIGARELLA, 1990). Areas de savana e pradaria cobriram a maior parte do territorio,
a floresta com Araucaria chegou ao sul da Bahia e o litoral tornou-se
aproximadamente 180km mais largo que o atual (JOLY et al., 1999; AB’'SABER,
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1977). Com o inicio do periodo interglacial atual ha 14 mil anos, o clima mais umido
levou a expansdo maxima da floresta tropical, que cobriu, por exemplo, grande area
do nordeste brasileiro (WHITMORE, 1990). Em seguida, a floresta regrediu e a
vegetacdo de arido e semi-arido se expandiu a sua atual area de ocorréncia (JOLY
etal., 1999).

1.4.2. Caatinga

A provincia das Caatingas no nordeste do Brasil estende-se de 2°64’ S a
17°21’ S e foi estimada em cerca de 800.000 km? pelo IBGE em 1985. Sua area
inclui os estados do Ceara, Rio Grande do Norte, a maior parte da Paraiba e
Pernambuco, sudeste do Piaui, oeste de Alagoas e Sergipe, regido norte e central
da Bahia e uma faixa extendendo-se em Minas Gerais seguindo o rio Sao Francisco,
juntamente com um enclave no vale seco da regido média do rio Jequitinhonha
(LEAL etal., 2003).

Alguns autores (GENTRY, 1995; PENNINGTON et al., 2000, 2004, MURPHY
e LUGO, 1995) incluem as Caatingas no conceito de Floresta Seca Estacional, por
considerar a vegetacdo de cactos parte dessa fitofisiomorfia. Outros autores, ao
notar a existéncia de fortes conexdes entre a flora de areas distintas de floresta seca
estacional na América do Sul, sugeriram que essas areas seriam fragmentos de uma
formacdo florestal muito mais antiga e abrangente, um bioma que incluiria as
caatingas (PENNINGTON et al., 2000, 2004 in RODAL et al., 2008). Estes autores
ainda citaram dados de estudos biogeograficos de base molecular indicando que,
em muitos casos, a especiacdo de arvores e arbustos na floresta seca da América
do Sul é prévia ao Pleistoceno. Behling et al. (2000), contudo, encontraram dados
provenientes de podlen na regido nordeste do Brasil que refletiam primariamente a
vegetacdo aberta das caatingas, além da ocorréncia dessa vegetacdo no periodo
registrado da ultima era glacial e do inicio do Holoceno (42000 e 8500 anos atras,
respectivamente). Em contradicdo a Pennington et al. (2000), Oliveira-Filho et al.
(2006) argumentaram que so6 faria sentido incluir a Caatinga como floresta seca
neotropical se o Cerrado, que também incorpora fragmentos de florestas estacionais
(NASCIMENTO et al., 2004), fosse incluido nesse conceito.
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1.4.3. Agreste

As Florestas Estacionais do Nordeste brasileiro sofrem uma alteragao
dramatica entre as estacdes seca e chuvosa, e além disso exibem a perda de folhas
como resposta a estresse hidrico (VELOSO et al., 1991). Em termos gerais, essas
florestas podem ser caracterizadas como secas (GENTRY, 1995; PENNINGTON et
al., 2000), mas recebem diversas designac¢des locais, correspondendo ao seu grau
de umidade, e o0 agreste € uma delas (RODAL et al., 2008).

O agreste € uma microrregido do Nordeste Brasileiro que se caracteriza como
area de transicdo entre a Floresta Atlantica e a zona das Caatingas interioranas,
com trechos quase tdo umidos como no litoral e outros secos como no sertdo
(FIASCHI e PIRANI, 2009; ANDRADE, 1980; ANDRADE, 1989; LINS, 1989). Essas
areas de tensdo ecolbgica, ou seja, areas de contato entre Floresta Atlantica e
Caatinga, representam quase metade da area supostamente coberta pela Floresta
Atlantica ao norte do rio S&o Francisco, estendendo-se do Rio Grande do Norte ao
Sudeste da Bahia (FIASCHI e PIRANI, 2009; RIZZINI, 1979).

A vegetacdo original do agreste nordestino foi quase totalmente devastada e
o solo foi intensamente ocupado pelas culturas agricolas e pastagens (PEREIRA et
al., 2002). Ha mais de 30 anos, as formacdes arbdreas ja encontravam-se reduzidas
a pequenos fragmentos isolados (DUQUE, 1980). Contudo, h& indicativos que esta
regido tenha sido coberta por uma floresta tropical densa semelhante as chamadas
matas secas, porém a expansdo antrépica nessa regido levaram ao
desaparecimento quase que completo dessa cobertura vegetal, dando lugar a uma
vegetacdo com tendéncia mais acentuada a xerofilia, uma caracteristica propria da
flora da zona de caatingas (PEREIRA et al., 2002).

1.4.4. Floresta Atlantica

Atualmente, a Floresta Atlantica encontra-se isolada dos outros dois grandes
blocos de floresta neotropical: a Floresta Amazbnica e as florestas andinas. Mais

especificamente, a Floresta Atlantica estd separada da regido Amazbnica pelo
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Cerrado e pelas Caatingas, duas biotas dominadas por vegetacdo aberta (RIZZINI
1979). Contudo, a histéria evolutiva da Floresta Atlantica tem sido marcada por
conexdes com outras biotas sulamericanas, especificamente com a regido
Amazbénica durante os periodos Terciario e/ou Quaternario (PRANCE 1979, SILVA e
CASTELETI 2003). Tal evidéncia foi reforcada pelos estudos de filogeografia de
peguenos mamiferos que mostrou a existéncia de uma conexao histérica da Floresta
Atlantica e Amazobnia devido a proximidade filogenética observada entre espécies

amazonicas e outras da Floresta Atlantica (COSTA, 2003).

Tal bioma se estende ao longo da costa, de 07°S a 23°S, e é composto por
um mosaico de diferentes fisionomias e floras em grande diversidade ambiental.
Baseado no critério de endemismo especifico e grau de degradacéo, foi identificada
como um dos pontos mais criticos (hottest hotspots) para prioridades de
conservacao (MYERS et al. 2000), com um numero estimado de 20.000 espécies
de plantas. Sob a perspectiva fitogeografica, a Floresta Atlantica pode ser dividida
em dois subgrupos, Sudeste/Sul e Nordeste, cada qual com alta taxa de endemismo
(RIZZINI 1979). Ainda sobre sua distribuicédo, a Floresta Atlantica pode penetrar no
bioma Cerrado, localizado no Brasil central, através de cursos de agua (OLIVEIRA-
FILHO e RATTER, 2000) e no bioma Caatinga, no topo de serras e planaltos do
semi-arido nordestino, como brejos de altitude (TAVARES et al. 2000).

Essa floresta ja cobriu a maior parte do Brasil oriental, mas atualmente sua
extensdo encontra-se reduzida entre 7% e 11% de sua area original (GALINDO-
LEAL e CAMARA, 2003, RIBEIRO et al., 2009). Considerando sua importancia como
um dos principais centros de biodiversidade no mundo, com grande diversidade de
espécies e alto grau de endemismo, ela é considerada, a partir de uma perspectiva
global, como um dos 25 hotspots de biodiversidade para priorizacdo de conservacao
(FONSECA, 1985; MYERS et al., 2000). A relevancia mundial da floresta no centro
desse complexo esconde o fato de que ela é, na realidade, apenas um de varios
tipos de comunidades floristicas com uma complexidade vegetational muito maior.
Por exemplo, uma revisdo das Florestas Atlanticas as define como uma vegetacao
composta por dois tipos florestais: uma floresta ombrofila costeira e uma floresta
semi-decidual (MORELLATO e HADDAD, 2000). Oliveira-Filho e Fontes (2000)

propuseram que a definicdo de Florestas Atlanticas deveria compreender florestas
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ombroéfilas e semi-deciduais, assim como as florestas de Araucéaria e os brejos de

altitude.

1.4.5. Restinga

As Restingas séo habitats comuns ao longo da costa brasileira, formados por
dunas de areia cobertas por vegetacdo herbacea e arbustiva (SUGUIO e TESSLER,
1984). A pluviosivade anual média na area € de 1.164 mm e é marcadamente
estacional: as médias mensais totais variam entre 41 mm no inverno e 189 mm no
verdao (HENRIQUES et al., 1986). As temperaturas médias mensais variam de
29,7°C em Janeiro a 20,0°C em Julho, com média anual de 22,6°C (HENRIQUES et
al., 1986).

Em sentido botanico, considera-se vegetacdo de Restinga 0 conjunto de
comunidades vegetais fisionomicamente distintas, sob influéncia marinha e flavio-
marinha, distribuidas em mosaico e que ocorrem em areas com grande diversidade
ecoldgica, assim sendo, essa vegetacdo nao precisa estar limitada & costa e pode

alcancar as primeiras elevagdes da Serra do Mar (RIZZINI, 1979).

As sucessivas flutuagdes do nivel do mar no Quaternario sdo responsaveis
pela configuracao e distribuicdo da maior parte deste tipo de ecossistema na costa
atual (SOUZA 1945; LACERDA et al. 1982; HALLE-GOUET, 1984), portanto a
Restinga é um ambiente geologicamente recente (FREIRE, 1990). As dunas e
Restingas ndo sao caracterizadas como dominios morfoclimaticos, ou seja, as
espécies que a colonizam sédo principalmente provenientes de outros ecossistemas,
como o da Mata Atlantica, ao longo de praticamente toda a costa leste e, no seu
extremo norte, o das Caatingas. As variantes dessas espécies que habitam a
Restinga expressam variacdes fenotipicas devido as condicdes diferentes do seu
ambiente original, apesar disso, alguns autores a caracterizam como parte
integrante do bioma Floresta Atlantica (SUGUIO e TESSLER, 1984; EITEN, 1992).

Essa vegetacdo possui importante papel na estabilizacdo do substrato
(LAMEGO, 1974; PFADENHAUER, 1978; COSTA et al., 1984): as plantas colonizam

a areia logo a linha de maré alta e amenizam, no caso de planicies arenosas, a acéo
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dos agentes erosivos sobre o ecossistema, evitando com suas raizes a lixiviacdo de
sedimentos e protegendo o solo principalmente da agcédo dos ventos, um importante

agente modificador da paisagem litoranea (LAMEGO, 1974).

1.4.6. Floresta Amaz6bnica

Na América do Sul, a Floresta Amazbnica é o bioma dominante com
aproximadamente 6 mi Km2 (AB'SABER 1977; DALY e MITCHELL, 2000), e mais de
60% de sua éarea encontra-se no territorio brasileiro. Além dessa enorme
abrangéncia (aproximadamente 3,9 milhdes km?2), a Floresta Amazbnica é o
ecossistema com maior biodiversidade da Terra (aproximadamente 25%), 76% de
sua flora é endémica (FIASCHI e PIRANI, 2009) e contribui com aproximadamente
15% da fotossintese global (FIELD et al. 1998; GENTRY, 1988; VALENCIA et al.,
1994). Consequentemente, a regido amazbnica afeta significantemente a
concentracdo atmosférica global de CO, (BOSQUET et al. 2000, LEWIS et al.,
2011). Essa floresta, tipicamente de planicie, exibe temperatura anual média de
26°C, com grande variacdo espacial, e uma precipitacdo anual média de 2400mm,

variando de 3000mm no norte a 1500mm nas areas de transicdo com as Caatingas.

A historia geologica da bacia amazdnica € marcada por uma mudanca
drastica no sentido de seus rios, principalmente o Amazonas, causada pelo
surgimento da cordilheira dos Andes (HOORN, 1993). Previamente, sua correnteza
dirigia-se para oeste em direcdo ao Pacifico e sua nascente provavelmente
encontrava-se a oeste de Manaus (HOORN et al., 1995; LUNDBERG et al., 1998;
CAMPBELL et al., 2006), sendo que a regido entre essa cidade e Obidos era
preenchida por terra seca (LUNDBERG et al., 1998). Com a elevacdo das
montanhas andinas ha 15 milhdes de anos, a direcdo dos rios e da deposicao de
sedimentos mudou gradualmente para leste, e a areia que cobria a planicie foi
sobreposta por sedimentos argilosos ricos em nutrientes provenientes da nova
formacdo geoldgica (BURNHAM e GRAHAM, 1999). A configuracdo atual sé se
confirmou, contudo, apds a transgressdo marinha no fim do Mioceno (~8 M.a.),
guando o nivel do oceano subiu a ponto de cobrir boa parte da bacia amazbnica
(RASANEN et al., 1995; WEBB, 1995).
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A floresta tropical amazdnica cresce principalmente sobre o terreno nutritivo
advindo dos Andes (TER STEEGE et al., 2000), porém nos 3% de solo arenoso
original podem ser encontradas desde formacdes arbustivas menos diversas, como
pequenos afloramentos rochosos a florestas arbustivas (ANDERSON, 1981,
PRANCE, 1996; DALY e MITCHELL, 2000; ALONSO e WHITNEY, 2003; HUBER,
1995). Atualmente, alguns estudos sugerem a divisdo do bioma em uma regiao sul,
com espécies historicamente ligadas as regidoes central e oriental do Brasil, e uma
ao norte, com espécies mais relacionadas a América Central e Caribe (AMORIM e
PIRES, 1996; AMORIM, 2001; RIBAS e MIYAKI, 2004; NIHEI e CARVALHO, 2007),
enquanto outros sustentam a integridade da Amazodnia, apesar de reconhecerem as
diferencas entre essas regibes (SILVA e OREN, 1996; BATES et al., 1998;
EBERHARD e BERMINGHAM, 2005).

A partir das discrepancias entre os ambientes acima descritos e das
diferencas ecoldgicas e citogenéticas encontradas entre as populacdes de
Tropidurus hispidus, foi formulada e verificada neste trabalho a hipétese de que a
espécie estaria sob um processo de intensa estruturacdo genética entre os diversos

dominios morfoclimaticos que ocupa.
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. OBJETIVOS

2.1.Objetivo geral

e Detectar o nivel de continuidade populacional de Tropidurus hispidus por
meio da avaliacdo do grau de coesao genética ao longo de um mosaico
adaptativo nos biomas Floresta Amazbnica, Caatinga, Agreste, Floresta

Atlantica e na vegetacédo de Restinga.

2.2.0Objetivos especificos

e Descobrir se existem perfis genéticos ISSR ao longo das localidades
estudadas que sugiram a nao monofilia das populacdes de T. hispidus ao

longo do mosaico adaptativo estudado.

e Comparar o seu nivel de variabilidade genética com outras espécies de

esquamados da regiao Neotropical.

e Investigar qual o cenario da paisagem genética e da conectividade

populacional da espécie ao longo da area investigada.

e Verificar se T. hipidus € uma espécie com a variabilidade genética ameacada

na regiéo estudada.
e Procurar indicios de espécies cripticas em T. hispidus.

e Inferir sua possivel historia demografica ao longo da regido estudada e se
essa histéria sugere como foi a evolucdo da paisagem adaptativa da espécie.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area amostrada e material de estudo

As amostras teciduais de Tropidurus hispidus (FIGURA 1) foram obtidas a
partir de individuos capturados nas seguintes localidades, cada qual representando
uma unidade fitofisiografica: Camaragibe, PE (Zona da Mata), Gravata, PE
(Agreste), Petrolandia, PE (Caatinga), Recife, PE (Zona Urbana), Serra Talhada, PE
(Caatinga) e Tamandaré, PE (Restinga), Barra do Cunhai, RN (Restinga) e Manaus,
AM (Floresta Amazbnica) (TABELA 1, FIGURA 2). Os espécimes de Tropidurus
torquatus foram capturados em Marica, Rio de Janeiro, e os de Eurolophosaurus

divaricatus foram capturados em Alagoado, Bahia.

FIGURA 2 - Locais de coleta de T. hispidus, com destaque para as diferentes unidades
morfofisiograficas em Pernambuco. Os circulos representam as areas amostradas: 1. Manaus-AM, 2.
Barra do Cunhal-RN, 3. Serra Talhada-PE, 4. Petrolandia-PE, 5. Gravata-PE, 6. Camaragibe-PE, 7.
Recife-PE, 8. Tamandaré-PE.
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TABELA 1 — Numero de individuos de Tropidurus hispidus, T. torquatus e Eurolophosaurus
divaricatus obtidos de cada localidade, ao longo da area estudada.

ESPECIE LOCALIDADE SIGLA N
Camaragibe CA 24
Gravata G 25
Petrolandia PT 26
Tropidurus Recife Rec 25
hispidus Serra Talhada ST 30
Tamandaré TA 4
Barra do Cunhau BC 2
Manaus MA 19
Tropidurus torquatus Rio de Janeiro RJ 3
TOTAL 161

3.2. Extracdo de DNA

Foram retiradas amostras (cerca de 0,5cm?) do figado e do tecido muscular
como fonte de material genético para as extracbes de DNA. Posteriormente, tais
amostras foram imersas e mantidas em Etanol 96% e depositadas em freezer a -20°
C. A extracdo de DNA foi conduzida por meio dos protocolos propostos por
Sambrook e Russel (2001).

3.3. Amplificacdo do DNA

As amplificacBes foram executadas segundo o protocolo de Almeida et al.,
2003: a solugdo de PCR com 20 pul volume total consistia em 0,2 unidades de Taq

Dna Polimerase (New England/ Biolabs), 1x Tampédo, 50mM MgCl,, 50 uM de
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primer, 0,2 uM de dNTP e 20 ng de DNA genémico. As reagbes de PCR foram
realizadas em termociclador Biocycler e eram compostas por 1 ciclo de 4 minutos a
94 °C; 39 ciclos de 40s a 94 °C, 40s a °C (primers especifico) e 120s a 72 °C, com
alongamento final de 420s. As reagdes foram acompanhadas por controle negativo

contendo todos os componentes da reacdo, exceto o DNA gendémico.

Apos as amplificacdes, realizava-se eletroforese em gel de agarose a 1,8%,
em cuba horizontal, contendo tamp&o TBE 0,5x diluido de uma solugdo original de
10x (Tris 0,89M, Acido Boérico 0,89M e EDTA 0,01M, pH= 8,3), por 4 horas a 60
volts, onde em cada poco do gel era inserida uma solucdo contendo 10 uL da reagao
de PCR, 1,5 puL de gel loading dye blue (6x) e 1,5 yL de gel green (0,5ml 10.000X
em H20). Para auxiliar a analise das bandas, foram utilizados, em um dos pocos do
gel, 2 yL do marcador DNA Ladder 1 Kb com 1,5 uL de gel loading dye blue (6x). Em
seguida, os géis foram fotodocumentados em transluminador sob fonte de luz

ultravioleta.

3.4.Marcadores nucleares ISSRs

Inicialmente, 17 primers diferentes foram testados, utilizando para tal cinco
individuos de quatro localidades (TABELA 2). Os 10 primers que apresentaram a
maior proporcao de loci variantes em funcdo do numero de loci gerados, ou seja, 0s
primers mais polimorficos, foram entdo escolhidos para amplificacdo do DNA de
todos os individuos. Apés a fotodocumentacdo, os géis foram transformados em
uma matriz binaria de presenca e auséncia de bandas de DNA (0 para auséncia, 1

para presenca).

De posse dessa matriz binaria, foram desenvolvidas andlises de
agrupamento, em que os dados foram analisados através de trés algoritmos:
Neighbor-joining (NJ), Maxima Parcimbénia (MP) e simulacdo Bayesiana. As
espécies Tropidurus torquatus e Eurolophosaurus divaricatus foram utilizadas como
grupos externos para as andlises de NJ e MP, pois segundo Frost et al. (2001) e
Passoni et al. (2008), as duas espécies apresentam seguranca taxondémica minima e
sdo suficientemente proximas filogeneticamente da espécie-alvo, requisitos

necessarios para se utilizar uma espécie como grupo externo. Tais analises foram
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desenvolvidas por meio do programa PAUP v.4.0b10* (SWOFFORD, 2000), pela
sua interface grafica PaupUp v.1.0.3.1 (CALENDINI e MARTIN, 2005). A simulacéo
Bayesiana foi realizada para estimar a estruturagcdo populacional, inferindo o
possivel nimero de K-populagbes genéticas por meio do software STRUCTURE
2.3.3 (FALUSH et al., 2003, 2007; HUBISZ et al., 2009; PRITCHARD et al., 2000).

TABELA 2 - Primers ISSR testados, suas respectivas sequéncias de nucleotideos e temperaturas de
anelamento. Os primers selecionados estdo marcados com um asterisco.

Primer Sequéncia 5° - 3’ Temperatura de
anelamento em °C
ISSR 1* (AG)8T 50,4
ISSR 2* (AG)8C 52,8
ISSR 3* (GA)8T 50,4
ISSR 4 (GA)8C 52,8
ISSR 5* (CT)8G 52,0
ISSR 6* (AG)8YC 52,8
ISSR 7 (AG)8YA 54,0
ISSR 8* (GA)BYT 52,8
ISSR 9* (GA)8YC 52,8
ISSR 10 (GA)BYG 54,0
ISSR 11 (CT)8RA 50,0
ISSR 12 (AC)8YG 54,0
ISSR 13* (GGAC)3A 51,0
ISSR 14 (GGAC)3C 51,0
ISSR 15 (GGAC)3T 51,0
ISSR 16* (AACC)4 51,0
ISSR 17* (GGAC)4 51,0

A Andlise de Neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987) é um método de
similaridade baseado em distancia e no principio da evolucdo minima. Apesar de
ndo analisar todas as topologias possiveis, procura encontrar sequencialmente
vizinhos que minimizem o comprimento total da arvore (MIYAKI et al., 2001). Para a

andlise de Maxima Parcimonia, todos os caracteres foram considerados como nao-
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ordenados, ou seja, todos possuiam 0 mesmo peso na analise. Foi estabelecido um
namero maximo de 100.000 arvores com 5.000 replicacbes aleatorias, e as
topologias foram selecionadas por meio do consenso de maioria. Tanto para a
andlise de distancia quanto para a de parcimbnia, a robustez dos ramos foi testada
pelos indices de suporte de Bootstrap e Jacknife, seguindo a regra de consisténcia

dos ramos igual ou maior a 50%, a partir de 1000 pseudo-réplicas.

A analise de Maxima Parcimdnia procura selecionar com maior acuidade a
topologia que, de fato, representa a filogenia do grupo e, para isso, pressupde que a
arvore com o menor numero de mudancas para explicar a variagdo observada na
matriz de caracteres € provavelmente a mais proxima de refletir a real evolugdo do
grupo (SWOFFORD e BERLOCHER, 1987). O meétodo utiliza como principio a
homologia e assume que o critério de parcimbnia leva ao maior numero total de
acertos da arvore verdadeira, quando se minimiza o niumero de passos evolutivos na
topologia (MIYAKI et al., 2001).

Além disso, foi realizada a Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para
verificar a existéncia de uma possivel estratificacdo da variancia genética, além de
avaliar a existéncia de estruturacdo genética nas populacbes estudadas
(EXCOFFIER et al., 1992). Esse método permite ainda calcular a estimativa do
indice de fixacao intraespecffica da diversidade genética (Fst), além de Fcr e Fsc,
gue indicam quanto da variacdo pode ser atribuida a diferencas entre os grupos e as
diferencas entre as populacdes dentros dos grupos, respectivamente. Em relagdo ao
indice FST, valores entre 0 e 0,05 indicam auséncia de estruturacdo, entre 0,05 e
0,15 indicam baixa estruturacéo, entre 0,15 e 0,25, média estruturacéo, entre 0,25 e
1, alta estruturacéo e acima de 1 sdo espécies diferentes (WRIGHT, 1978). Para tal
metodologia, foi utilizado o software ARLEQUIN .3.5.1.2 (EXCOFFIER etal., 2010).

Por fim, os parametros de diferenciacdo genética populacional (Gst) € 0
namero de migrantes por geracdo (Nm) foram calculados pelo programa PopGene
1.3.2 (YEH et al., 1999).
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4. RESULTADOS

4.1.ReagOes PCR-ISSR

Dois individuos de E. divaricatus ndo puderam ter seu DNA extraido por
apresentarem grave degradacédo tecidual e ndo foram utilizados nas andlises. Para
0s outros 159 espécimes, foram selecionados dez primers ISSRs, que amplificaram
um total de 283 loci (FIGURA 3), sendo todos polimorficos, o que revela uma

diversidade genética de 100% para a espécie estudada na regido amostrada.

STI2 STI13 ST14 ST15 $T16--ST17 STI8 ST20 ST23 ST24 ST25 ‘ST27 ST28 ST29 ST30 Cl0 Cit Cil2

1
bt
-~

FIGURA 3 - Eletroforese em gel de agarose a 1,8%. (Primer de ISSR 15) exemplificando os
perfis ISSRs e o polimorfismo das bandas em Tropidurus hispidus no Norte e Nordeste brasileiros. L=
Ladder, Siglas representam individuos de diferentes localidades.

4.2. Analises de Agrupamento

4.2.1. Neighboor-Joining

A analise de Neighboor joining revelou, em sua maioria, a existéncia de uma
topologia sem diferenciagdo genética ao longo das dominios fitofisiondmicos
amostrados. O valores de bootstrap e jacknife (ndo mostrados) igualmente nao
revelaram robustez estatistica em nenhum dos ramos observados (FIGURA 4). As

distancias genéticas médias encontradas variaram entre valores minimos proximos a
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0,13 até valores maximos préximos a 0,49. O valor minimo refere-se a espécimes da

localidade de Petrolandia, PE (0,12720), na regido da Caatinga. J& o valor maximo

observado de distanciamento genético foram entre espécimes oriundos de

Petrolandia, PE (Caatinga) e Tamandaré, PE (Restinga) que foi de 0,48763.
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FIGURA 4 — Topologia de Neighbor-Joinning (NJ) obtida para os exemplares de Tropidurus
hispidus a partir dos marcadores ISSRs utilizados. Para siglas consulte a Tabela 1 e o texto. As cores
representam as diferentes areas acessadas (dominios fitofisiondmicos). As diferentes siglas
representam diferentes sub-areas amostradas dentro de cada grande dominio fitofisionémico
amostrado. Os terminais em preto indicam os grupos externos; BA45= E. divaricatus; RJ1, 2, 3=T.

torquatus.
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4.2.2. Maxima Parcimobnia

A analise de parciménia revelou que dos 283 caracteres obtidos, apenas 2
deles foram constantes e 281 foram informativos para a parcimdénia. Tal patamar de
variacdo indicou uma variabilidade genética global de 99,2%. Além disso, uma
topologia foi obtida por consenso da maioria (FIGURA 5), com L (numero de
passos)= 6236, indice de consisténcia (Ci)= 0,045 e indice de retencéo (Ri)= 0,310.
Apesar dainclusédo de alguns elementos do grupo externo no grupo interno a analise
revelou uma topologia sem diferenciacdo evolutiva. Além disso, poucos grupos
internos se revelaram monofiléticos, a excec¢do daqueles oriundos de Gravata (PE;
Agreste), porém o0 suporte estatistico baixo de bootstrap ndo permite maiores

conclusoes.

4.3. AMOVA e outros parametros de genética populacional

A andlise de variancia molecular (AMOVA) indicou que 90,99% da variancia
genética total encontra-se dentro das populacdes e apenas 9,01% deve-se a
diferencas entre as populacdes. A presente analise ainda revelou o indice de fixagdo
intra-especifica da variagéo genética (Fst) de 0,09007 (TABELA 3).

TABELA 3 - Resultados da andlise de variancia molecular para as populages de Tropidurus hispidus
na regido estudada, com destaque para a proporcao entre as fontes de variagdo genética e os
percentuais de variagdo.. GL = graus de liberdade.

Soma dos Componentes da Percentual de
Fonte de varia¢ao gl quadrados variancia variagao
Entre populacées 6 729,782 3,81875 va 9,01
Dentro das populag¢des 148 5709,625 38,57855vb 90,99
Total 154 6439,407 4.239.730 100

indice de fixagdo Fs;:  0,09007
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FIGURA 5 - Topologia de Maxima parciménia (MP) obtida para os exemplares de Tropidurus
hispidus a partir dos marcadores ISSRs utilizados. Para siglas consulte a Tabela 1 e o texto. Os
terminais em preto indicam os grupos externos; BA45= E. divaricatus; RJ1, 2, 3= T. torquatus.
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4.4. Simulacéo Bayesiana (STRUCTURE)

Os resultados relativos ao teste de estruturacdo populacional pela simulacéo
Bayesiana revelaram a existéncia de K= 2 populacées genéticas, contudo tais
populagbes encontram-se distribuidas ao longo de todo os demes geograficos
(FIGURA 6).

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

FIGURA 6 - Estruturagdo bayesiana mostrando a existéncia de duas popula¢gdes genéticas
(K=2) distribuidas ao longo das populac6es geograficas de T. hispidus e ao longo da regido estudada.
As colunas representam os individuos e as linhas representam a proporcdo de cada individuo que
pode ser atribuida as K populagfes identificadas. ST-Serra Talhada, P T—Petrolandia, CA-Zona da
Mata, G—Gravata, Rec—Recife, Ma—Manaus, Ta+B C—Restinga (Tamandaré e Barra do Cunhau).

Os outros parametros de genética populacional considerados foram a
diferenciacdo genética (Gst) e fluxo génico histérico [NUmero de Migrantes por
geracdo (Nm)], que apresentaram valores globais de 0,0705 e 6,5929
respectivamente. A anélise de forma pareada, considerando a comparacao entre 0s
dominios fitofisiondmicos amostrados, revelou o intervalo de 0,0302 até 0,0605 para
o indice Gsr, bem como o intervalo de 7,7588 até 15,0321 para o Nm. As
comparacdo de cada uma das areas, cada qual com todas as outras, esta

sumarizada na tabela 4.
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TABELA 4 — Valores de GST (acima da diagonal) e Nm (abaixo da diagonal) obtidos na analise para-
a-par entre as amostras estudadas de Tropidurus hispidus.

ST PT G M Rec Ma Rest

ST - 0,0420 0,0363 0,0363 0,0322 0,0360 0,0527

PT 11,4029 - 0,0457 0,0379 0,0368 0,0435 0,0511

G 13,2673 10,4325 - 0,0383 0,0388 0,0458 0,0605
ZM 13,2673 12,7004 12,5522 - 0,0302 0,0341 0,0455
Rec 15,0321 13,0902 12,3747 16,0316 - 0,0341 0,0505
Ma 13,3976 10,9953 10,4261 14,1587 14,1595 - 0,0492
Rest 8,9877 9,2855 7,7588 10,4786 9,4000 9,6556 -

Nota: Para siglas consulte a Tabela 1 e o texto

5. DISCUSSAO

A analise de similaridade genética (NJ) ndo revelou a existéncia de grupos
geneticamente descontinuos em T. hispidus (FIGURA 4). Houve a formacao sim de
poucos agrupamentos diferenciados, porém as andlises de bootstrap e jacknife ndo
ofereceram suporte estatistico relevante para esses ramos, reforcando a hipétese de
forte coesdo genética na espécie. Estudos de similaridade genética realizados em
outras espeécies de lacertideos tem revelado principalmente padrdes de
diferenciacdo (MIRALLES e CARRANZA, 2010; POUYANI et al., 2010; KAPLI et al.,
2008; KYRIAZI, 2008), com alguns casos de indiferenciacdo (O’'NEILL et al., 2008)
genética mediante o uso de diferentes marcadores moleculares. Porém, no atual
estudo e, apesar da descontinuidade ambiental na area amostrada, o padrao de
relacbes genéticas sugere uma forte conexao entre a populagdes locais (demes) de
T. hispidus. Esta conclusédo suscita a idéia de que a espécie pode apresentar uma
alta capacidade dispersiva ao longo dos diferentes ecossistemas estudados. Tal
conclusdo, quando associada aos fendbmenos naturais de transformacdo da

paisagem adaptativa e aqueles oriundos da perda de habitat pela intervencéo
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humana (TABARELLI et al. 2010; BERNARD et al. 2011) nestes mesmos

ecossistemas, sugere forte resiliéncia da espécie nessas circunstancias ambientais.

A analise filogenética de maxima parcim6nia (MP) pelo consenso da maioria
também revelou somente um grupo monofilético para T. hispidus ao longo de
localidades das regides Norte e Nordeste do Brasil. Tal evidéncia suporta a topologia
resultante da andlise de NJ. Os valores obtidos para bootstrap também nao
sustentaram os pequenos clados eventualmente formados, o que reforca a coeséo
evolutiva do grupo e, novamente, rejeita a hipotese de estruturacdo (FIGURA 5).
Portanto, a combinacdo destas evidéncias permite sugerir que T. hispidus, ao longo
da area estudada, constitui-se como um Unico taxon evolutivamente coeso e cujas
populacdes se misturam historicamente por intenso fluxo génico. Em outros estudos
com o auxilio dessa analise, foi possivel identificar isolamento reprodutivo e
espécies cripticas em lacertideos (MIRALLES e CARRANZA, 2010; KUCHTA et al.,
2009; POUYANI et al., 2010), porém nesses estudos as barreiras geogréficas eram
mais acentuadas, como lagos (KUCHTA et al.,, 2009), montanhas e desertos
(POUYANI et al., 2010), e as espécies estudadas eram menos oportunistas
(MIRALLES e CARRANZA, 2010) que T. hispidus.

A analise de agrupamento pela simulacdo Bayesiana (FIGURA 6) indicou a
ocorréncia de um K= 2 populacdes genéticas. Além disso, o perfil global observado
corrobora a indistincdo genético-evolutiva das populacbes de T. hispidus. Tal
indistincdo baseia-se nos perfis genéticos observados individualmente (barras
verticais), indicando a clara mistura destes dois patrimbnios genéticos entre
exemplares estudados, independente do ecossistema. Tal evidéncia reforca os
dados das topologias de Neighboor-Joining e de Maxima Parciménia no que se
refere a indiferenciacdo genético-evolutiva das populacdées em meio a intensa

transformacédo histérica da paisagem adaptativa.

A hipotese de intenso fluxo génico recebe suporte adicional mediante os
valores de numero de migrantes por geracdo (Nm) observados. O valor global de
Nm observado (6,5929), bem como aquelas obtidos na analise par-a-par (7,7588 —
16,0316; Tabela 4) atestam a hipotese de forte coesdo evolutiva, dado que Nm = 1

indica uma quantidade minima suficiente de forte intercambiamento genético capaz
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de homogeneizar demes populacionais dentro das espécies (MILLS e ALLENDORF,
1996), inclusive em lacertideos (LEVY et al., 2010).

Segundo a literatura, parece existir uma relacdo entre fluxo génico,
probabilidade de especiacdo e tamanho de area (KISEL e BARRACLOUGH, 2010).
Dados relativos a tal relacdo em espécies de diversos grupos bioldgicos, inclusive
lagartos residentes em ilhas oceéanicas, revelaram uma relacdo positiva entre o
tamanho da é&rea de distribuicAo e a probabilidade de especiacdo (KISEL e
BARRACLOUGH, 2010). Tal conclusdo baseou-se nas possiveis diferentes
pressdes evolutivas a que as populacdes sdo submetidas, mas a falta de fluxo
génico foi o principal fator apontado como a razdo para especiacdo (KISEL e
BARRACLOUGH, 2010). Segundo o modelo de biogeografia de ilhas (MACARTHUR
e WILSON, 1967), tais “ilhas” podem ser quaisquer perfis ecossistémicos inseridos
ou isolados de outros em meio a uma matriz ecolégica. Portanto, os dados aqui
obtidos revelaram que, apesar da extensdo da area geografica aqui amostrada ser
muito maior (2854 km) do que aquela observada pelos autores mencionados, nao foi
observado nenhum evento de diferenciacdo populacional em termos genético-
evolutivos (Gst € Nm; TABELA 4). Dessa forma, os dados aqui obtidos nao
corroboram o modelo geografico/evolutivo geral de taxas de especiacdo sugerido
por Kisel e Barraclough (2010). Ao contrario, nossos dados sugerem que tais
conclusdes sejam formuladas caso a caso, considerando que as populagdes de T.
hispidus estudadas parecem transitar historicamente pelas barreiras ecologicas

impostas pelas ilhas ecossistémicas amostradas.

Tropidurus hispidus revelou-se com uma variacao genética acima de 80%. Tal
evidéncia sugere 0 excelente status de conservacdo desta espécie ao longo de toda
a area estudada, uma vez que variagdo geneética reduzida limitaria a habilidade
desta espécie em responder com adaptacdo as pressfes seletivas ordinarias e
eventuais dos ecossistemas acessados (ALLENDORF e LUNDQUIST, 2003;
FRANKHAM et al., 2002; FRANKHAM e RALLS, 1998). Tropidurus hispidus, de fato,
parece apresentar grande tolerancia a alteracdes de habitat (RODRIGUES, 1987;
AVILLA-PIRES, 1995) e de habito, sendo reconhecido como generalista no tocante a
especificidade microambiental (VITT, 1995, MENDONCA e MOURA, 2011).
Portanto, os dados aqui obtidos reforcam tal atributo biolégico (potencial adaptativo),

tendo em vista a alta variacdo genética obervada. Tais condi¢cdes geralmente
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permitem inferir que a espécie encontre-se sob um regime de sele¢éo estabilizadora
(FUTUYMA, 1998), porém o marcador utilizado neste trabalho ndo permite confirmar
tal hipétese. Além disso, € possivel concluir que a alta conectividade populacional
observada esteja historicamente permitindo o intercAmbio genético das variacfes
originadas em cada uma das populacdes estudadas. Tal hipotese recebe suporte a
partir dos valores obtidos para a diferenciagdo genética (Gsr). O valor global de Gsr
observado (0,0705), bem como aqueles obtidos na andlise par-a-par (0,0302 —
0,0605; TABELA 4) reforcam a hip6tese de indiferenciacdo genético-evolutiva das
populacées de T. hispidus, uma vez que valores de Gst entre 0 e 0,05 indicam
auséncia de estruturagao, entre 0,05 e 0,15 indicam baixa estruturacdo, entre 0,15 e
0,25, média estruturacéo, entre 0,25 e 1, alta estruturacdo e acima de 1 séo
espécies diferentes (WRIGHT, 1978).

A estabilidade historica de um ambiente parece estar positivamente
relacionada a diversidade genética, de tal forma que populacdes recentes de anuros,
originadas a partir das transformacdes climaticas do Quaternario (~ 2,5 maa) na
Floresta Atlantica (ilhas eco-geograficas), parecem ser geneticamente mais
endogamicas do que aquelas que experimentaram regimes historicos de
estabilidade do ambiente (CARNAVAL et al., 2009). Porém, dados paleoclimaticos
mais recentes indicaram que a diferenciacdo morfofisiondbmica dos ecossistemas
aqui estudados pode ter sofrido grande influéncia a partir do dltimo maximo glacial (~
20 kaa; SANDEL et al., 2012). A analise de variancia molecular aqui desenvolvida
revelou o Fst=0,09. Tal evidéncia indica uma baixa distincdo evolutiva entre as
populacdes de T. hispidus estudadas, tendo em vista que valores de Fsr entre 0,05 e
0,15 indicam baixa estruturacdo genética (WRIGHT, 1978). Portanto, estes dados
sugerem que a espécie estudada ndo se encontra em um processo de recuperacao
apos isolamento reprodutivo, ja que a sua variabilidade genética € alta. Ao contrario,
os dados aqui obtidos indicam que as populacdes de T. hispidus estudadas vem
experimentando um regime de estabilidade ambiental, temporalmente muito maior
do que o intervalo entre 20 mil anos (Ultima modificacdo da paisagem adaptativa) e
2,5 milhdes de anos. Fato interessante € a circunstancia vicariante da populacdo
amazobnica aqui estudada (Manaus) em relagdo as demais. Logo, os dados aqui
obtidos contradizem o padréo global de previsdo da indiferenciacdo da paisagem

adaptativa (estabilidade ambiental) a partir da diversidade genética, como sugerido
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por Carnaval et al. (2009), porém parecem corroborar aqueles de Sandel et al.
(2012), que estudou a influéncia da velocidade da alteragbes climaticas do
Quaternario sobre o endemismo de espécies. Tais alteracdes climaticas parecem ter
afetado menos a estruturacdo das populacbes em espécies cuja capacidade
dispersante € alta, como provavelmente € o caso de Tropidurus hispidus, perante 0s

dados ecoldgicos da literatura e aqueles genético-evolutivos aqui obtidos.

Em face de todo o conjunto de dados obtidos € possivel argumentar em favor
da hipotese de atual panmixia, apesar da descontinuidade e das mudancas
historicas dos ecossistemas estudados. Essa conclusdo surpreende no sentido de
que T. hispidus € uma espécie cujos individuos possuem habito alimentar de senta-
e-espera e sao, também oviparos (VAN SLUYS et al., 2010; PRIETO et al., 1976).
Tais atributos biolégicos geralmente ocorrem simultaneamente com territorialismo e
a tendéncia a nao realizar longos deslocamentos (PONTES et al., 2008). Contudo,
animais com o modo de caca do tipo senta-e-espera também sao geralmente
oportunistas (PONTES et al., 2008, VITT, 1995; RODRIGUES, 1987, 1988; VITT,
1991; BERGALLO e ROCHA, 1993; VITT et al., 1997; DIAZ-URIARTE, 2000;
TEIXEIRA e GIOVANELLI, 1999), ou seja, possuem capacidade para se alimentar
de diversos itens, de acordo com o local em que se encontram. Esse tipo de
habilidade esta normalmente ligado ao grande sucesso em tentativas de colonizacéo
(TEIXEIRA e GIOVANELLI, 1999) e a capacidade de expansdo de habitat
(BREININGER et al., 2012; HUSEB®@ et al., 2002; LEVY et al., 2010). Os dados
relativos a estruturacdo genético-evolutiva pelo método Bayesiano (FIGURA 6)
parecem corroborar a hipétese de sucesso na colonizacdo de novos ambientes. Esta
hipétese recebe suporte perante a ampla distribuicdo de duas populacdes genéticas
(K=2, FIGURA 6) ao longo da maior parte dos individuos estudados. Os dados
pareados de Gst e Nm (TABELA 4) também apoiam tal hipotese, tendo em vista que

a totalidade das comparacfes par-a-par sustentam tal argumentacao.

Além disso, as espécies-membro do género Tropidurus sdo conhecidas por
viverem em simpatria, o que favorece a competicdo em diversos requisitos
ecolégicos (VAN SLUYS et al., 2004; PONTES et al., 2008; TEIXEIRA E
GIOVANELLI, 1999; VAN SLUYS et al., 2004; VITT et al., 1997). Tal evidéncia vem
sendo considerada como uma possivel causa de um fendmeno de expansdo de

nicho (generalizacdo ecologica), no qual ha a dispersdo de uma das partes
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competidoras, levando a diminuicdo da pressdo de competicao (VAN SLUYS, 1997;
ROSUMEK et al.,, 2007). Da mesma forma, a competicdo intraespecifica ja foi
identificada como possivel causa para a dispersdo de outras espécies de lagartos
com habito alimentar senta-e-espera, como T. itambere e juvenis de Liolaemus
lutzae (VAN SLUYS, 1997). Tal fenbmeno dispersivo e a consequente ocupacao de
grandes areas ja foram positivamente relacionados também a outros fatores
ecoldgicos. Por exemplo, o territorialismo estd associado a ocupacdo de grandes
areas de distribuicio em diversos grupos animais (SCHRADIN et al., 2010;
PERSSON et al.,, 2010; CALSBEEK, 2009), incluindo lagartos (ROSUMEK et al.,
2007), e T. hispidus apresenta tal caracteristica (PONTES et al., 2008). Apresenta
também tolerancia a uma variacdo maior na dieta de acordo com o ambiente
(KOLODIUK et al., 2010), e tal habilidade parece ter auxiliado diversas espécies na
ocupacdo de habitats diferenciados (WIRTA et al., 2008; CONNOR et al., 2000;
GOWANS et al., 2008; IVKOVICH et al., 2010; BARRETT et al., 2006). Portanto, de
acordo com os dados deste trabalho em associacao com aqules disponiveis na
literatura, confirma-se a ampla plasticidade ecol6gica como fruto da ampla variacao
genética, capaz de permitir o sucesso adaptativo ao longo de uma grande area de
distribuicdo. Assim, os resultados aqui obtidos parecem apoiar tal hipétese de
sucesso na colonizagao/plasticidade adaptativa, dado que (1) foi constatada uma
alta diversidade genética e este atributo bioldégico € o componente primordial da
adaptacao, (2) ndo houve indicios de estruturacdo genético-evolutiva nas diferentes
pressbes seletivas amostradas e, portanto, (3) trata-se de um taxon geneético-

evolutivamente coeso, apesar do mosaico adaptativo em questao.
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