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INTRODUCAO GERAL

O Cerrado cobre cerca de dois milhdes de km? da porcao central do Brasil, com
enclaves no Amap4, Pard, Roraima e Amazonas, presente também na Bolivia e Paraguai
(Ratter et al., 1997; MMA, 2011). Inserido sob o clima tropical, possui um periodo chuvoso
e outro de seca nos meses de outubro a marco e abril até setembro, respectivamente (Ratter
et al., 1997; Klink e Machado, 2005). Embora haja discordancias sobre a defini¢édo do
Cerrado, segundo Batalha (2011), este seria um mosaico de biomas composto por campo
tropical, savana e floresta estacional. No dominio, 47,84% da &rea estava desmatada até
2008 (MMA, 2009), sendo a expansdo agricola e o desmatamento os principais fatores de
ameaca a fauna devido a degradacgéo de habitat (Machado et al., 2004; Klink e Machado,
2005; MMA, 2011). Caso as taxas de desmatamento continuem, é previsto que o Cerrado
estara totalmente descaracterizado no ano de 2030 (Machado et al., 2004). O Cerrado foi
ranqueado entre os 25 hotspots terrestres mais ameacados devido a sua riqueza de espécies,
alto grau de endemismo e a crescente perda de habitat e é a Unica savana neotropical incluida

nesta lista (Myers et al., 2000; Klink e Machado, 2005).

A diversidade de lagartos do Cerrado foi predita inicialmente como inferior a de
outros biomas brasileiros (Vitt, 1991), precocemente subestimada pela escassez de estudos e
pobreza na amostragem. Estudos posteriores mostraram um aumento consideravel da
estimativa da fauna de lagartos, contrariando a ideia que esta seria inferior & Caatinga (Colli
et al., 2002). Destaca-se ainda o seu alto grau de endemismo, maior se comparado a outros
grupos animais para o Cerrado (Klink e Machado, 2005; Nogueira et al., 2011). A maior
parte desta riqueza e endemismo esta concentrada em ambientes abertos (Machado et al.,

2008). Nogueira et al. (2011), em trabalho descritivo das espécies no dominio, estimaram em
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271 o nimero de espécie de Squamata para o Cerrado, totalizando em 76 a diversidade de

lagartos que anteriormente era estimada em 25 espécies.

O Cerrado e a Amaz6nia possuem média de riqueza de espécies de Squamata
similares, e 0 nimero superior de espécies da Amazonia pode ser efeito do tamanho da sua
area que chega a ser quase o dobro (Colli et al., 2002). Essa alta diversidade no Cerrado, no
entanto, ainda pode estar subestimada, uma vez que a cada ano aumenta o nimero de
espécies descritas. Com base em um levantamento no Web of Science®, entre 2012 e 2014
foram descritas 10 novas espécies de Squamata para o dominio (Giugliano et al., 2013; Silva
e Avila-Pires, 2013; Teixeira et al., 2013, 2014; Arias et al., 2014a; b; Pinna et al., 2014;
Recoder et al., 2014; Roberto et al., 2014). Ainda ha suspeita de que espécies conhecidas
sejam na verdade compostas de varias espécies cripticas, 0 que aumentaria mais a riqueza do
dominio (Gamble et al., 2012; Giugliano et al., 2013; Teixeira et al., 2013; Domingos et al.,

2014).

A grande diversidade de fauna e flora no Cerrado faz emergir ddvidas sobre fatores
histdricos que poderiam explicar a alta diversificacdo. Uma compilacao das hipoteses
biogeograficas de diversificacdo do Cerrado foi feita por Werneck (2011), que destaca que a
estratificacdo horizontal (ambientes abertos e formacdes florestais), dindmica da superficie
geomorfoldgica, mudancas climaticas do Quaternario e eventos do Terciario seriam
responsaveis e/ou mantedores da diversidade da fauna. Espécies de ampla distribuicdo sdo
6timos modelos filogeogréaficos para avaliacdo destas hipdteses. Ainda, a compreensao plena
da diversidade bioldgica depende da avaliacdo de multiplos aspectos, todos em algum grau
influenciados pelo conhecimento basico da delimitacao das espécies. Em muitos casos, esta
ndo é uma tarefa simples devido principalmente a similaridade morfologica (Bergmann e

Russell, 2007; Prado et al., 2012; Giugliano et al., 2013; Kok et al., 2013) e a variedade de
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conceitos de espécie que podem levar a diferentes conclusdes a respeito do nimero e limite

das espécies (De Queiroz, 2007).

Analises baseada em marcadores genéticos tem se mostrado ferramentas poderosas
para testar hipdteses filogeograficas (Beheregaray e Caccone, 2007; Bergmann e Russell,
2007; Yang e Rannala, 2010; Wenner et al., 2012) pela avaliagéo de fatores que podem ter
promovido o padréo de diversificagdo genética com base na estruturagdo genética
intraespecifica e relagcdes genéticas entre as linhagens (Fouquet et al., 2012; Elmer et al.,
2013). A diversidade dos répteis Squamata (ecologia, forma do corpo e outras caracteristicas
Pianka e Vitt, 2003), baixa locomocdo e susceptibilidade a mudangas ambientais faz com
estes sejam comumente utilizados como modelos em diversos estudos evolutivos. Diversos
autores sugerem que o lagarto Cnemidophorus ocellifer, com ampla distribuicdo no Cerrado,
seria, na verdade, composto por varias espécies cripticas (Harvey et al., 2012; Silva e Avila-
Pires, 2013; Arias et al., 2014a). Desta forma C. ocellifer também é um étimo modelo na
avaliacdo das hipoteses de diversificacdo existentes para o dominio. Neste contexto, este
trabalho trata da diversificacdo genética de Cnemidophorus ocellifer no Cerrado e pretende
(1) avaliar a atual delimitacdo de espécies do género no dominio (capitulo 1) e (2) testar as
principais hipoteses propostas na literatura como fatores importantes na diversificacdo da

herpetofauna do Cerrado para as linhagens de Cnemidophorus (capitulo 2).
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CAPITULO 1. CNEMIDOPHORUS OCELLIFER: ANALISES MULTILOCUS NA

DELIMITACAO DE ESPECIES DO COMPLEXO NO CERRADO.

INTRODUGAO

O género Cnemidophorus Wagler, 1830 é subdividido em quatro complexos de espécies:
lemniscatus, lacertoides, longicauda e ocellifer (Avila-Pires, 1995; Dias et al., 2002; Arias et
al., 2011a; b) que se distribuem ao longo da diagonal de formac6es abertas da América do Sul,
atravessando o Cerrado desde a Caatinga atée 0 Chaco e em formacdes abertas da Amazonia. Em
recente revisdo taxonémica de Teiidae, Harvey et al. (2012) elevaram ao status de género os
quatro complexos previamente conhecidos de Cnemidophorus, sendo Ameivula a nomenclatura
adotada para as espécies do complexo ocellifer. Devido a falta de suporte filogenético, varios
trabalhos ndo tem adotado esta nova taxonomia (Cabrera, 2012; Giugliano et al., 2013; Pyron et
al., 2013; Silva e Avila-Pires, 2013). E ainda, uma vez que a filogenia do género
Cnemidophorus ainda é complexa, diversos trabalhos seguem debatendo seu monofiletismo
(Reeder et al., 2002; Giugliano et al., 2006, 2007; Pyron et al., 2013). Assim sendo, nesta
dissertacdo continuaremos referindo ao complexo ocellifer dentro de Cnemidophorus, embora

reconhecamos a necessidade de mudancas taxondmicas dentro do género.

O complexo ocellifer é formado atualmente por 14 espécies, definido pela presenga
de granulos nos semicirculos supraorbitais, baixo namero de poros femorais (menos de 40),
auséncia de esporas anais e auséncia de “orelhas operculares” (Arias et al., 2011b). Este
pode ser subdividido em dois subgrupos (Arias et al., 2011a; b): C. ocellifer composto por
C. ocellifer (Spix, 1825), C. mumbuca (Colli, Caldwell, Costa, Gainsbury, Garda, Mesquita,

Filho, Soares, Silva, Valdujo, Vieira, Vitt, Werneck, Wiederhecker and Zatz, 2003), C.
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jalapensis (Colli, Giugliano, Mesquita and Franca, 2009), C. confusionibus (Arias, Carvalho,
Rodrigues and Zaher, 2011), C. nigrigula (Arias, Carvalho, Rodrigues and Zaher, 2011), C.
abalosi (Cabrera, 2012), C. pyrrhogularis (Basto da Silva e Avila-Pires, 2013). C. cipoensis
(Arias et al., 2014a) e C. xacriaba (Arias et al., 2014b). O outro subgrupo, littoralis,
composto por C. littoralis (Rocha, Araujo, Vrcibradic and Costa, 2000), C. abaetensis (Dias,
Rocha and Vrcibradic, 2002), C. venetacaudus (Arias, Carvalho, Rodrigues and Zaher,
2011) e C. cyanurus (Arias, Carvalho, Rodrigues and Zaher, 2011). Cnemidophorus nativo
(Rocha, Bergallo and Peccinini-Seale, 1997), é provavelmente um hibrido entre espécies do
género. Cnemidophorus abaetensis, C. littoralis e C. nativo foram consideradas como
espécies em perigo de acordo com a Lista de Espécies ameacadas do ICMBIo publicado no

Diério Oficial da Unido na portaria n® 444 de 17 de Dezembro de 2014.

Excetuando C. ocellifer e C. nativo, as doze espécies pertencentes ao complexo
foram descritas a partir de 2000, o que insinua um conhecimento taxonémico incompleto do
género. Devido a dificuldade de identificacdo correta das espécies com apenas caracteres
morfol6gicos e a existéncia de poucos estudos moleculares, possivelmente muitos taxons
n&o descritos encontram-se escondidos dentro C. ocellifer (Silva e Avila-Pires 2013). Dados
moleculares, ecoldgicos e comportamentais podem auxiliar na descricdo de espécies uma
vez que a especiacdo pode ocorrer sem que sejam vistas mudancas morfoldgicas (e.g. Rowe
et al. 2011, Stark et al. 2011). Métodos que fazem inferéncias com base na coalescéncia dos
genes podem ser incorporados na identificacdo de linhagens que séo evolutivamente distintas
mesmo antes destas se diferenciarem morfologicamente ou apresentarem isolamento
reprodutivo (Ence e Carstens, 2010; Yang e Rannala 2010; Fujita et al. 2012 Camargo et al.

2012).

A existéncia de diversidade genética escondida em espécies cripticas origina varias

perguntas sobre possiveis vieses regionais e taxondmicos nas estimativas de diversidade,
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dificultando a criacdo de estratégias de conservacao das espécies (Bickford et al. 2007;
Wiens 2007). Desta forma, este capitulo se dedica a verificar a concordancia entre as
espécies descritas atualmente no Cerrado e o padrdo da diversidade genética de
Cnemidophorus ocellifer, C. mumbuca e C. jalapensis. Ao contrario de Cnemidophorus
ocellifer que ocorre por todo o Cerrado, C. mumbuca e C. jalapensis séo descritos como
endémicos da regido do Jalapdo, no Tocantins. Na analise da diversidade genética entre e
dentro das populages das localidades no Cerrado temos como objetivo principal avaliar a
delimitacdo atual das espécies com base em metodologias bayesianas (Corander et al., 2008;

Yang e Rannala, 2010) e na identidade de nicho (Phillips et al., 2006).

MATERIAIS E METODOS

AMOSTRAGEM E DISTRIBUICAO ESPACIAL

As amostras de tecido dos individuos do complexo ocellifer utilizados nesse estudo
foram obtidas na Colecdo Herpetoldgica da Universidade de Brasilia — CHUNB. Priorizando
individuos coletados em areas de Cerrado, foram escolhidos um maximo de 20 espécimes
por localidade de coleta, em expedicdes realizadas até o primeiro semestre de 2013 (detalhes
nos anexos). Um total de 358 amostras de tecidos animais do género Cnemidophorus foram
disponibilizadas para extracdo e realizacdo das analises genéticas. Para evitar possiveis erros
de identificacdo s6 foram considerados como Cnemidophorus jalapensis e C. mumbuca os
individuos paréatipos destas espécies. Dados sobre as coordenadas geogréaficas foram obtidas
diretamente da colecdo e quando esta informacdo ndo estava disponivel foram utilizadas as
coordenadas dos centréides dos municipios correspondentes as localidades. Nas analises

filogenéticas a espécie irm@ Cnemidophorus littoralis foi utilizado como grupo externo. Os
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mapas de distribuicdo foram confeccionados apenas com os individuos utilizados nesse

trabalho.

ANALISES MOLECULARES.

Para as analises moleculares o DNA foi extraido de musculo, figado ou cauda
preservados em etanol absoluto, utilizando-se o kit DneasyTMTissue (QIAGEN) ou
PureLink™ Genomic MiniKit (Invitrogen), segundo recomendac®es dos fabricantes. Todas
as extracdes foram identificadas com o codigo da colecdo e estdo armazenadas em tubos de
1,5 ml no Laboratério de Genética e Biodiversidade — UnB (LabGenBio). As extracoes
foram visualizadas em gel de agarose a 1% com brometo de etidio. As quantificacdes foram
realizadas utilizando o programa KODAK MI SE com o marcador de peso molecular High
Mass (Invitrogen). As regides 12S (£ 400 pb) e 16S (x 500 pb) do DNA mitocondrial foram
amplificados pela reagédo em cadeia de polimerase (PCR) utilizando os iniciadores 12Sa,
12Sh, 16SaR e 16Sd de acordo com as condicdes de reacdo descritas por Reeder (1995). Os
genes nucleares NKTR (Townsend et al., 2011) e RP40 (Friesen et al. 1999 modificado por
Leavitt) foram amplificados em uma subamostragem em que pelo menos um individuo por
localidade e um individuo de cada hapl6tipo mitocondrial foi selecionado. Mais detalhes

sobre os genes utilizados estdo detalhados na Tabela 2.

As reacOes de PCR também foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose a
1,2%. Os produtos da PCR foram purificados pelas enzimas Exonuclease e Shimp Alcaline
Phosphatase antes do sequenciamento. As reacdes de sequenciamento das fitas senso e anti-
senso foram realizadas via prestacdo de servico especializado realizado pela empresa
Macrogen® (Seoul, Korea). A montagem e edi¢do das sequéncias foi realizada utilizando o
programa Geneious® 6.1. (Kearse et al., 2012). As sequéncias editadas foram alinhadas com

o programa MAFFT 6 (Katoh e Toh, 2008). Na edicdo das sequéncias nucleares possiveis
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sitios hererozigdticos foram identificados pela presenca de dois picos referentes a
nucleotideos diferentes na mesma posicao nas duas fitas. Estas posi¢@es foram substituidas

por cddigos de ambiguidade.

ANALISES FILOGENETICAS E DELIMITACAO DE ESPECIES

Anélises estatisticas de diversidade molecular e estruturacdo genética dentro e entre
localidades foram inferidas no programa DNAsp 5 (Librado e Rozas, 2009) para cada gene.
Os haplétipos foram gerados pelo mesmo programa e os sitios com gaps/missing ndo foram
considerados. A relacdo entre os haplétipos para os genes mitocondriais concatenados e
nucleares das espécies delimitadas foi obtida pelo programa NETWORK 4.6.1.1. (Fluxus
Technology, 2012) pelo método de Median-Joining (Bandelt et al., 1999). Um pds-
processamento (MP calculation) foi utilizado para simplificar as relagdes na rede visando
diminuir “median vectors” desnecessarios. Este passo € sugerido pelos autores apos 0

calculo das redes.

Estimamos o modelo de substitui¢do nucleotidica mais adequado para cada gene pelo
programa jModelTest (Posada, 2008) utilizando o critério de AIC. Uma arvore filogenética
bayesiana dos haplotipos concatenada para 0s genes mitocondriais, uma para cada gene
nuclear e por fim uma arvore concatenada com todos os genes foi elaborada no programa
MrBayes (Ronquist e Huelsenbeck, 2003) com 10 milhGes de geracbes, amostrando a cada
1000 e com um corte de 25% (burn-in period). Este programa de inferéncia Bayesiana
utiliza a cadeia Markov de Monte Carlo (MCMC) na estimativa da distribuicdo posterior dos
parametros do modelo. Os valores dos parametros das cadeias geradas pelo MrBayes foram

analisados no programa TRACER 1.6 (Rambaut et al., 2014) para verificar se o valor de
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tamanho efetivo da amostra (Effective Sample Size — ESS) era adequado (>200) garantindo

uma boa mistura da MCMC nas analises bayesianas.

As sequéncias concatenadas dos haplétipos foram utilizadas na analise bayesiana de
delimitacéo de grupos pelo programa BAPS 6.0 (Corander et al., 2008), utilizando dados
moleculares e informagdes geograficas para estimar o nimero mais adequado de grupos.
Uma arvore da espécies foi criada no programa *Beast utilizando os dados multilocus com o
modelo de especiagédo de Yule com 500 milhGes de geragdes e amostrando a cada 10 mil
arvores. Assumimos os grupos delimitados pelo programa BAPS como espécies a serem
validadas. As arvores consensu foram visualizadas no programa DensiTree que faz uma
sobreposicdo de todas as arvores geradas apos o periodo de burn-in. Ramos coincidentes se

mostram mais fortemente coloridos representando visualmente clados bem suportados.

Para a delimitacdo de espécies com base na Teoria Coalescente e inferéncia
Bayesiana, utilizamos o programa BP&P (Yang e Rannala, 2010) no qual testamos cenarios
de especiacdo distintos usando diferentes combinag6es de parametros de tamanho
populacional (0) e tempo de divergéncia (to). Foi utilizada a arvore da espécie gerada no
*Beast uma vez que o0 programa precisa de uma arvore guia dada pelo usuario para reduzir o
espaco de filogenias e delimitacdo das espécies que este precisaria integrar durante a analise.
O BP&P iniciou as analises considerando probabilidade inicial igual (0,3333) para os trés
modelos de delimitacdo de espécies possiveis de acordo com nossa arvore guia. Os modelos
possiveis incluem um mais conservador em que todos os clusters formariam uma espécie
(00), os dois clusters irmaos sendo considerados uma mesma espécie (10) e cada cluster
sendo uma espécie diferente (11). Cada um dos seis esquemas (Tabela 2) foi iniciado no
minimo trés vezes para garantir que a era possivel misturar corretamente entre as cadeias.
Consideramos trés diferentes combinac@es de priors: populacdo ancestral grande e

divergéncia profunda entre espécies, populacdo ancestral pequena e divergéncia recente, e
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populacédo ancestral grande e divergéncia recente. Inicialmente, o programa foi ativado
algumas vezes até que os parametros de ajustes finos (“finetunes”) adequados fossem
obtidos (dentro do intervalo entre 0,15 e 0,7), segundo descrito por Yang e Rannala, 2014.
Apbs ajustados os padrdes, o programa foi executado no minimo trés vezes para cada
esquema, variando entre os algoritmos 0 e 1 para confirmar a consisténcia entre as rodadas.

O quadro demonstrativo dos esquemas testados esta detalhado na Tabela 3.

MODELAGEM DA DISTRIBUICAO ATUAL

Foram criados mapas de distribuicdo potencial para as duas espécie delimitadas pelas
andlises Bayesianas utilizando o algoritmo de méxima entropia MAXENT (Phillips et al.,
2006). Os modelos foram criados seguindo os mesmo padrdes utilizados por Santos et al.
(2014) em trabalho semelhante realizado no Cerrado, para permitir comparac6es futuras.
Utilizamos, além da altitude, nove variaveis ambientais: bio3 (Isotermalidade), bio4
(sazonalidade da temperatura), bio7(amplitude térmica anual), bio10(temperatura média do
trimestre mais quente), bioll (temperatura média do trimestre mais frio), biol4 (precipitacédo
no més mais seco), biol5 (sazonalidade da precipitacdo), biol6 (precipitacdo do trimestre
mais chuvoso), biol7 (precipitacdo do trimestre mais seco), retiradas do WorldClim
(http://www.worldclim.org). Utilizamos apenas localidades continuas do Cerrado para evitar
a influéncia de outliers, considerando o limite definido pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica em 2004. O desempenho dos modelos foi analisado segundo a area sob a curva
(AUC), medida de acuracia do modelo (Fielding e Bell, 1997; Phillips et al., 2006).
Utilizamos os modelos de distribui¢do potencial das duas espécies para testar a similaridade
de nicho entre elas com analises de similaridade de nicho e similaridade background
(Warren et al., 2008) no software R (R Develoment Core Team, 2010) com o pacote

phyloclim (Heibl e Calenge, 2013). A existéncia de uma barreira geografica entre as espécie

10



237  foi testada no software ENMTools (Warren et al., 2010) utilizando como pardmetro uma

238  Dbarreira biogeogréafica em forma de Blob (Glor e Warren, 2011).

239

240 RESULTADOS

241 O levantamento amostral do complexo ocellifer resultou em 280 individuos das

242  espécies de C. ocellifer, C. jalapensis e C. mumbuca. O DNA dos tecidos foi extraido de 37
243  localidades amostradas (Figural): Barreiras, Cocos, Conde, Jaborandi, Ibotirama, Muquém
244  de Séo Francisco, Salvador e Santa Maria da Vitoria (BA); Jijoca de Jericoacoara (CE);
245  Brasilia (DF); Alto Paraiso de Goias, Alvorada do Norte, Colinas do Sul, Cristalina, Flores
246  de Goiés, Minacu e Pirenopolis (GO); Carolina (MA); Barra do Gargas, Nova Senhora do
247  Livramento, Nova Xavantina, Novo Santo Antonio, Queréncia, Ribeirdo Cascalheira (MT);
248  Arinos, Buritizeiro, Manga e Paracatu (MG); Mamanguape (PB); Caseara, Colinas do

249  Tocantins, Mateiros, Natividade, Palmas, Parand, Peixe e Ponte Alta do Tocantins (TO).

250 Para os genes mitocondriais 12S e 16S, um total de 264 e 240 amostras,

251  respectivamente, resultaram em sequéncias de boa qualidade. Para os genes nucleares RP40
252 e NKTR, foram 55 e 64 sequéncias, respectivamente. Oito sequencias apresentaram indels
253  apos alinhamento multiplo para o fragmento nuclear RP40. Foram encontrados um total de
254 56 e 85 haplétipos para as regides 12S e 16S, respectivamente. A obtencdo dos hapl6tipos
255 nucleares foi feita com as sequencias concatenadas, gerando 60 haplétipos. Para analises
256  conjuntas de todos os genes um total de 66 sequéncias foram construidas. Alguns individuos
257  ndo puderam ser sequenciados para todos 0s genes, assim a utilizacdo final dos hapl6tipos
258  seguiu o critério de termos fragmentos de pelo menos trés genes. Dados de missing foram
259 incluidos quando nédo havia sequéncia referente a algum gene. Mais detalhes sobre 0s

260  hapldtipos encontram-se no anexo. As andlises estatisticas de diversidade resultaram em uma
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diversidade nucleotidica total de 0,034 e 0,024 para 0s genes 12S e 16S, respectivamente,
bem como uma diversidade haplotipica de 0,967 (12S) e 0,978 (16S). A diversidade
nucleotidica foi maior para as populag¢Ges de Brasilia e Peixe e menor para as populagoes de
Carolina e Novo Santo Anténio. O nivel de estruturacéo das populagdes calculado foi
semelhante com Fst aproximadamente de 0,851 para o segmento 12S e 0,873 para 0 16S. O
modelo de substitui¢do nucleotidica mais adequado para cada gene foi GTR+I+G para as
sequencias mitocondriais, HKY+G para o intron RP40 e TIM2+1 para o éxon NKTR. Esses

resultados estdo resumidos na Tabela 3.

A analise realizada no programa BAPS resultou em um nimero mais provavel de trés
clusters, classificando-os por cores. O grupo vermelho composto por Alvorada do Norte,
Arinos, Barra do Gargas, Carolina, Cocos, Colinas do Tocantins, Ibotirama, Jaborandi,
Manga, Mateiros, Muquém de Sao Francisco, Natividade, Nossa Senhora do Livramento,
Nova Xavantina, Novo Santo Antonio , Palmas, Peixe, Ponte Alta do Tocantins, Ribeirdo
Cascalheira e Santa Maria da Vitéria; Grupo verde: Alto Paraiso, Brasilia, Buritizeiro,
Caseara, Colinas do Sul, Cristalina, Flores, Minagu, Palmas, Paracatu, Parana e Pirendpolis;
e Grupo azul: Brasilia, Conde, Jijoca de Jericoacoara, Mamanguape e Salvador (Figura 1).
Ainda algumas localidades ainda tiveram individuos presentes em dois grupos diferentes,
como no caso de Brasilia e Palmas. No anexo estdo indicadas as localidades de cada grupo
definido pelo BAPS e sua localizacdo no mapa.

A arvore de haplotipos apresentou politomias e baixo suporte em alguns ramos assim
a divisao dos trés grupos encontrados pelo programa BAPS nédo pode ser recuperada pelas
arvores. Ramos com probabilidade inferior a 80% foram colapsados e apenas a arvore
concatenada sera discutida aqui por ser mais informativa. O grupo azul delimitado pelo

BAPS obteve suporte igual a 100% e foi o Gnico grupo a apresentar monofiletismo. Na

12
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arvore concatenada dos segmentos (Figura 1) dois hapl6tipos, de Palmas e Peixe, foram

alocados ao grupo verde, tornando-o polifilético, embora com baixo suporte.

Na Figura 2 estdo as redes dos genes mitocondriais (Figura 2A), do RP40 (Figura
2B) e ado NKTR (Figura 2C). Na rede de haplétipos mitocondriais um haplétipo de Alto
Paraiso de Goias apresentou 0 maior numero de mutacées (39) entre qualquer outro
haplotipo. Para o gene RP40 dois haplétipo sendo um compartilhado entre Caseara e Palmas
e outro compartilhado entre Barreiras, Muquém de Sdo Francisco e Santa Maria da Vitéria
apresentaram 15 e 14 passos mutacionais, respectivamente. Por fim, o haplétipo mais
distante da rede do gene NKTR é o de Colinas do Tocantins, com oito passos mutacionais.
Os individuos de Cnemidophorus jalapensis e C. mumbuca encontram-se intimamente

relacionados a outros de C. ocellifer com diferenga de poucos passos mutacionais.

A arvore de espécies resultou nos dois grupos do Cerrado sendo mais préximas entre
si, todos os ramos com probabilidade posterior de 100% (Figura 2D). Nota-se que 0
comprimento dos ramos de todas as arvores obtidas possui uma variacao pequena entre eles
e a topologia foi a mesma para todas as arvores dos genes. A delimitacdo de espécies pelo
programa BP&P utilizou a topologia obtida na arvore de espécies. O esquema que
considerava os priors de populacdo pequena e divergéncia recente ndo foi informativo para
nenhum dos algoritmos uma vez que ndo pode misturar entre as cadeias. O modelo
selecionado para quatro dos seis esquemas foi 0 modelo 11, em que existiriam trés espécies
validas. Cnemidophorus ocellifer € um lagarto abundante de ampla distribuicdo e esquemas
que consideravam popula¢des grandes sdo mais adequados, sendo assim o resultado com o

prior populacdo pequena ndo reflete nosso caso.

Os modelos resultantes da modelagem de distribuicdo potencial apresentaram bom
desempenho para as espécies em potencial 1 e 2 com AUC = 0.957 e AUC = 0.937,

respectivamente. O teste de Jackknife identificou a variavel Bio 17 (precipitacdo no trimestre
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mais seco) como a de maior importancia para ambas as espécies. No entanto, a variavel com
maior porcentagem de contribuigcdo foram a Bio 14 (precipitacdo no més mais seco) com
42,6% para a espécie candidata 1 e a Bio 17 (precipitacdo no trimestre mais seco) com
56.8% para a espécie candidata 2. A andlise da contribuicdo das analises ainda mostrou que
as varidveis Bio 14, Bio 17 e Bio 16 (precipitacdo do trimestre mais chuvoso) séo
responsaveis por 82,8% dos dados para a espécie candidata 1 e Bio 17, Bio 4 (sazonalidade
da temperatura) e a altitude por 87,2% para a espécie candidata 2. A espécie em potencial 1
apresenta distribuicdo mais ampla que a espécie candidata 2. Apesar dos dados genéticos
indicarem fortemente a presenca de pelo menos duas espécies no Cerrado nao verificamos,
nas variaveis ambientais analisadas, diferencas de nicho significativas para estas duas
potenciais espécies (I - p = 0.4950598 e D de Schoener - p = 0.4956223) nem a presenca de

barreiras geogréficas entre as suas distribui¢cdes (I - P <0,0001; D de Schoener - P<0,0001).

DiscussAo

Os dados levantados nesse estudo revelaram o padrao genético de Cnemidophorus no
Cerrado. Para 37 localidades, com distribuicdo ampla no dominio, foram analisados 264 e
240 sequencias para dois genes mitocondriais e uma subamostragem com 54 e 65 sequencias
para dois genes nucleares. Este esforco € o primeiro na caracterizacdo da diversidade
genética de Cnemidophorus no Cerrado, uma vez que poucos estudos avaliaram
geneticamente a espécie e nenhum dado molecular de C. jalapensis ou C. mumbuca foi
publicado desde as suas descri¢des. Ainda soma informacéo aos estudos genéticos de
Squamatas no Cerrado. A América do Sul tem sua biodiversidade reconhecida como a maior
entre os continentes, mas possui um dos menores nimeros de publicagdes filogeogréficas

(6,3%) para espécies nativas (Beheregaray, 2008). O Cerrado, um dos hotspots mais
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ameacados (Myers et al., 2000), é o dominio brasileiro como 0o menor nimero de estudos,
principalmente relacionados a caracterizacdo da biodiversidade para grupos de vertebrados

como os de répteis e anfibios (Borges et al., 2014).

As populacdes de Cnemidophorus no Cerrado apresentam altos indices de
diversidade e estruturacdo genética com nivel de estruturacdo das populac@es (Fst) superior
a 0,83, diversidade haplotipica (Hd) superior a 0,96 para todos 0s genes e nucleotidica ()
para o gene mitocondrial 12S igual a 0,034. Os valores indicam alta diferenciagdo entre as
populagOes concordante com os valores encontrados por Santos et al. (2014): Hd=0,976,
71=0,043 e Fst=0,76 para Micrablepharus atticolus com base em sequéncias do citocromo b.
O lagarto de ampla distribuicdo Phyllopezus pollicaris também apresentou valores altos de
diversidade genética com base em fragmentos mitocondriais (Hd>0,98 ) e nucleares
(Hd>0,84; Werneck et al., 2012a). Na rede de hapl4tipos mitocondriais é possivel reparar a
existéncia de haplétipos exclusivos com quase nenhum compartilhamento entre localidades,
sendo que apenas um haplétipo é compartilhado entre Mugquém de S&o Francisco e Santa

Maria da Vitéria.

A arvore bayesiana dos hapl6tipos apresentou algumas politomias e baixo suporte
basal na arvore concatenada dos genes. Tal resultado era esperado devido a complexidade na
resolucdo das relacdes evolutivas dentro de espécie, por causa da separacao incompleta das
linhagens e a estocasticidade coalescente (Knowles e Maddison, 2002). Embora a topologia
tenha sido semelhante entre a arvore concatenada e a arvore mitocondrial, elas se
diferenciam pela relacdo do grupo litoral que derivou de Flores de Goias e 0 agrupamento de
Ponte Alta do Tocantins com o clado de Brasilia, Paracatu e Cristalina na arvore
mitocondrial. Para os genes nucleares as politomias foram ainda maiores, sendo que para o
RP40 apenas uma relacdo entre dois haplétipos da mesma localidade formaram clado.

Apesar do baixo suporte e relagdes entre clados diferente entre 0s gene, a arvore concatenada
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resultou em maior suporte e na resolucao de clados terminais que apresentaram ramos com
probabilidade superior a 95%. Em estudos filogeogréaficos que focam em situacdes de
divergéncia recente, como 0 nosso caso, simulagdes mostram que podem ser necessarios
mais de centenas de genes na tentativa de resolucgdo das relagGes interespecificas (Maddison
e Knowles, 2006; Leaché e Rannala, 2011). Ja para a arvore de espécies, que leva em
consideracao a heterogeneidade das arvores dos genes (Maddison e Knowles, 2006; Heled e

Drummond, 2010), obtivemos alto suporte para todos 0s ramos.

Embora cinco espécies de Cnemidophorus sejam descritas como ocorrendo no
Cerrado (Colli et al., 2003, 2009; Da Silva e Avila-Pires, 2013; Arias et al., 2014a; b), a
andlise bayesiana da estrutura genética das popula¢fes (BAPS) s6 encontrou dois
agrupamentos no domino. Ao iniciarmos este estudo, trés espécies eram ditas como
ocorrendo no Cerrado: Cnemidophorus ocellifer, C. mumbuca e C. jalapensis. Portanto,
apenas estas espécies foram abordadas nos estudos genéticos de nosso trabalho e somente
individuos da série tipo de C. jalapensis e C. mumbuca foram considerados como destas
espécies. Ainda, apesar de estas espécies possuirem diferencas morfologicas, nossas analises
ndo encontraram distin¢do genética que as separassem, resultando no agrupamento destas &
individuos de C. ocellifer. Nossos dados amostrais apresentam ampla cobertura do Cerrado,
inclusive com localidades proximas e de ocorréncia das espécies descritas a partir de 2013
(Silva e Avila-Pires, 2013; Arias et al., 2014a; b), porém em nossas analises genéticas
nenhum dos dois grandes grupos encontrados correspondem exclusivamente as localidades
das novas espécies. A caracterizacdo diagnostica dentro de Cnemidophorus é complexa, pois
h& um alto grau de variacdo dentro do género ndo havendo concordancia na adogéo de
caracteres diagndsticos (Harvey et al., 2012; Arias et al., 2014a). Ainda que analises de
caracteres morfoldgicos do lagarto Gymnodactylus amarali corroboraram os métodos da

reconstrucdo da arvore de espécies e na delimitacdo Bayesiana de espécies para 0ito
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linhagens cripticas (Domingos et al., 2014), para linhagens de Eutropis das Filipinas que sdo
altamente distintas geneticamente ndo é possivel identificar morfologia externa distinguivel
entre as espécies (Barley et al., 2013). Desta forma, a investigacdo de uma diversidade
criptica esperada necessita de analises mais cautelosas e integrativas para assim resolver o

cenario taxondmico.

As andlises genéticas da estruturagdo das popula¢des confirmam a existéncia de pelo
menos dois grandes grupos distintos no Cerrado, testados com a delimitacéo de espécies pelo
programa BP&P (Yang e Rannala, 2010). Esta delimita¢do validou a ocorréncia de pelo
menos duas espécies candidatas, com alta probabilidade posterior (100%). O programa é
eficaz na identificacdo de espécies cripticas, porém é recomenda a analise de dados
adicionais como morfologia, distribuigéo, ecologia e fisiologia para uma melhor delimitacéo
de espécies (Leaché e Fujita, 2010; Yang e Rannala, 2010; Giarla et al., 2014). A
modelagem da distribui¢do potencial mostrou distin¢ao nas distribuigdes, com a espécie em
potencial 1 com probabilidade de ocorréncia mais a nordeste da distribui¢cdo do dominio e a
espécie em potencial 2 mais ao centro. Entretanto, as variaveis utilizadas ndo distinguiram
significativamente os nichos das duas espécies nem a existéncia de barreiras geograficas.
Ainda que ndo seja tratada neste capitulo, a altitude média das localidades para da espécie
candidata 1 € de =~ 440 metros (amplitude de 208m a 745m) e de 667 metros (amplitude de
186m a 1268) para a espécie candidata 2. A utilizacdo de novas variaveis e diferentes
resolucdes dos grids poderiam ser capazes de perceber distincdo entre 0s nichos ou ainda se
estes forem tratados como um continuo, uma vez que espécies relacionadas possam ter

nichos similares mas estes raramente serdo iguais.(Warren et al., 2008).

Antes descrita como uma espécie amplamente distribuida no Cerrado,
Cnemidophorus ocellifer apresentou um padréo estruturado da diversidade com a ocorréncia

de pelo menos duas espécies candidatas. Ja as espécies Cnemidophorus jalapensis e C.
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mumbuca descritas como endémicas da regido do Jalapdo em nossas analises nao
apresentaram grandes diferencas genéticas entre si, indicando fortemente que seriam uma
mesma espécie. As espécies candidatas foram corroboradas por agrupamentos validados nas
diferentes abordagens. Ha pouca sobreposicdo entre a distribuicdo potencial modelada para
as duas espécies com a maior probabilidade da espécie candidata 2 ocorrer mais ao sul da
distribuicdo da espécie candidata 1. A espécie candidata 2 ainda apresenta um padréo de
amplitude latitudinal maior do que longitudinal comparada a espécie candidata 1, e aparenta
estar relacionada com altas altitudes. Os padrdes genéticos deste trabalho mostram a
existéncia de pelo menos duas espécies no Cerrado de ampla distribui¢do, sendo nenhuma
endémica a uma localidade, mesmo com o baixo compartilhamento entre hapl6tipos
mitocondriais. As diferencas morfologicas existentes entre as trés espécies ja descrita:
Cnemidophorus ocellifer, C.jalapensis e C. mumbuca, ndo foram corroboradas por nossas
andlises genéticas. Uma vez que se sabe que dentro das espécies do género existe variagdo
morfoldgica entre localidades, a utilizacdo de metodologias de validacdo de espécies com
base em diferentes abordagens se tornam ferramentas necessarias para evitar equivocos

taxonémicos e criacdo de epitetos desnecessarios.
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425  TABELAS

426  Tabela 1. Identificacdo da sequéncia de bases e comprimento dos fragmentos em relacéo aos

427  primer utilizados.

Primer Regio

Sequéncia

Comprimento

12S Mitocondrial

16S Mitocondrial

Nuclear
RP40
Intron

NKTR  Nuclear Exon

12Sa
5’AAACTGGGATTAGATACCCCCACTAT 3’
12Sh

5’GAGGGTGACGGGCGGTGTGT 3’

16SaR

5" CGCCTGTTTACCAAAAACAT 3’

16Sd
S’CTCCGGTCTGAACTCAGATCACGTAG 3’

RP40f
S-ATGTGGTGGATGYTGGCTCGT
RP40r
5-GCTTCTCAGCWGCRGCCTGC

NKTRf19

5' GATGACATGGAGATYTGYACTCC 3
NKTRr18
S’CTYCTDGAYCGACTTCTTGAGTGACT 3

450pb

550pb

350pb

600pb

428

429  Tabela 2. Descricdo dos esquemas utilizados na analise de delimitacdo de espécies pelo

430 programa BP&P, algoritmos e os parametros usados.

Esquema  Algoritmo

0 To Descricao

19



0 G(2,200) G(2, 200)
0 G(1,10)  G(1, 10)
0 G(1,10)  G(2, 200)
1 G(2,200)  G(2, 200)
1 G(1,10)  G(1, 10)
1 G(1,10)  G(2, 200)

Populacdo pequena,

divergéncia pequena

Populagéo grande,

divergéncia profunda

Populacdo grande,

divergéncia pequena

Populacdo pequena,

divergéncia pequena

Populacao grande,

divergéncia profunda

Populacao grande,

divergéncia recente

431

432  Tabela 3. Resumo das anélises de diversidade genética realizadas pelo programa DNASp.

N N° S T Haplétipos Hd Fst Populacdes  JmodelTes
Sequencias  Sitios
12S 262 402 56 0,034 68 0,967 0,851 32 GTR+I+G
16s 238 526 75 0,024 85 0,978 0,873 32 GTR+I+G
RP40 55 361 68 0,008 15 0,996 0,830 9 HKY+G
NKT 64 607 68 0,008 34 0,996 0,830 9 TIM2+I

433

S: sitios polimorficos, n: diversidade nucleotidica, Hd: diversidade haplotipica.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Mapa mostrando 37 localidades amostrais no Cerrado de Cnemidophorus gr.
ocellifer com DNA extraido e depositado no Laboratdrio de Genética e Biodiversidade da
Universidade de Brasilia. As cores indicam os grupos definidos pelo programa BAPS. A
arvore concatenada dos genes apresenta apenas 0s ramos com suporte superior a 80% de
probabilidade. Os asteriscos indicam ramos de probabilidade superior a 95%. As cerquilhas
(#) indicam os individuos que pertencem as espécies de C. jalapensis e os simbolos de mais

(+) os individuos de C. mumbuca. Imagem topografica produzida por NASA/JPL/NIMA.

Figura 2. Rede de haplétipos dos genes (A) mitocondriais concatenados, (B) RP40 e (C)
NKTR. Arvore de espécies multilocus dos genes concatenados (D). As cores correspondem
aos grupos definidos anteriormente pelo programa BAPS. O comprimento dos ramos é
proporcional aos passos mutacionais e os tracos indicam a quantidade destes quando
superiores a dois. O tamanho dos circulos indica a frequéncia do haplotipo. As cerquilhas

indicam os individuos de C. jalapensis e 0s sinais de mais os C. mumbuca.

Figura 3. Modelagem de distribuicao potencial para as duas potenciais espécies do Cerrado.

Quanto mais quente a cor maior a probabilidade de ocorréncia para a espécie.
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CAPITULO 2. FATORES HISTORICOS E GEOGRAFICOS NA DIVERSIFICACAO DO

GENERO CNEMIDOPHORUS (SQUAMATA, TEIIDAE) DO CERRADO

INTRODUCAO

O Cerrado cobre cerca de 22% da superficie do Brasil sendo o segundo maior
dominio da América do Sul, com sua area incidindo sobre os estados de Goias, Tocantins,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranh&o, Piaui, Rondonia,
Parana, Sao Paulo e Distrito Federal, além dos enclaves no Amapa, Para, Roraima e
Amazonas (MMA, 2011).Muito se contesta sobre sua definicéo, e este, segundo Batalha
(2011) n&o seria um bioma, mas um mosaico dos biomas campo tropical, savana e floresta
estacional. Diferentes hipoteses baseiam-se isoladamente no clima, fogo e solo para explicar
a origem do Cerrado ou ainda consideram uma interacao entre estes Como processo
evolutivo para o dominio (Pinheiro e Monteiro, 2010). Em concordancia, eventos vicariantes
promoveram mudancas geomorfologicas que associadas @ mudancas climaticas favoreceram

uma diversificacdo da flora e fauna (Machado et al., 2008).

Apesar do crescente aumento no numero de artigos focados no Cerrado, este ainda
recebe pouca atencdo se comparado a outros biomas brasileiros, como a Amazonia e Floresta
Atlantica (Turchetto-Zolet et al., 2013; Borges et al., 2014). Diferentes hipoteses
biogeograficas foram propostas para explicar a diversificacdo no Cerrado (revisdo em
Werneck, 2011), sendo que ha um questionamento principal sobre influéncia dos eventos do
Quaternario ou Terciario na sua estruturacéo. A hipétese dos reflgios, formulada
originalmente para a Amazonia (Haffer, 1969) e depois aplicada de forma adaptada ao
Cerrado auxilia na investigacdo para esse evento (e.g. Collevatti et al., 2003; Ramos et al.,
2007; Bonatelli et al., 2014). Esta hipdtese baseia-se nas flutuagdes climaticas do

Pleistoceno (Quaternario) delimitando areas de estabilidade climatica pela sua persisténcia
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durante as oscilagdes do clima. Desta forma, regides persistentes de areas florestadas
apresentam maior diversidade genética pois se mantiveram “estaveis” enquanto que areas
“instaveis” sofreram fragmentacao da distribuicdo e apresentam uma menor diversidade
devido a colonizacéo recente (Ratter et al., 1997; Carnaval et al., 2009). Para muitos répteis
da América do Sul, o tempo de divergéncia € estimado em 2.6 milhdes de anos (Turchetto-
Zolet et al., 2013), concordante a estas flutuagdes do Quaternario. No entanto, para Rull
(2008), essa informacéo pode estar enviesada devido a influéncia de muitos estudos
utilizando o conceito de unidades evolutivamente significativas (ESU’s), e adverte que tais

eventos seriam responsaveis por uma estruturacdo a nivel intrapopulacional.

Mesmo que muita énfase tenha sido dada a eventos do Quaternario como
responsaveis pela alta diversidade, Colli (2005) defende que para o Cerrado eventos
vicariantes historicos mais antigos teriam maior influéncia na diversificacdo da biota, como
por exemplo: a diferenciacdo climética latitudinal no final do Cretaceo e inicio do Terciéario,
a formacéo da Cordilheira dos Andes no Oligoceno, a grande transgressdo marinha no
Mioceno e o soerguimento do Planalto Central Brasileiro. Por exemplo, a analise
filogeogréafica da espécie de anfibio Hypsiboas albopunctatus corrobora uma divergéncia
mais antiga, que pode estar associada ao soerguimento do planalto central no Plioceno, onde
divergéncias mais recentes possivelmente estariam associadas as flutuacdes climaticas do
Quaternério (Prado et al., 2012). Um padréo de estruturacdo semelhante foi encontrado para
Micrablepharus atticolus com um clado basal na Chapada dos Guimaraes, um clado sudeste
e um clado central no Cerrado (Santos et al., 2014), com o tempo de divergéncia também
coincidente no fim do Neogeno. Deste modo, eventos antigos poderiam ter causado a
estruturacdo de linhagens intra-especificas de Squamata e as mudancgas ambientais do

Quaternario teriam um papel mais restrito na diversificacdo de espécies, com efeitos mais
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importantes na formacao de rotas de dispersdo e diferenciacdo genética no nivel

populacional (Gamble et al., 2007; Garda e Cannatella, 2007; Werneck et al., 2009, 2012b).

Padr@es biogeograficos gerais de diversidade do Cerrado parecem estar associados a
estratificacdo horizontal dos habitats marcados pelas superficies geomorfoldgicas (Colli et
al., 2002; Nogueira et al., 2011). Para Garda e Cannatella (2007), o levantamento do escudo
brasileiro no final do terciario influenciou a diversificagdo de Pseudae devido a divisao da
paisagem em depressoes e planaltos. Com base nestas observagdes, Werneck ( 2011) propos
predicOes testaveis a respeito da influéncia desta estratificagdo na estrutura filogenética e
filogeogréfica, em que se espera encontrar um monofiletismo reciproco entre as regides de
platds mais antigos com vegetacdo predominantemente savanica (campos-cerrado) e as
regides de depressdes mais recentes associadas a formacdes florestais (matas de galerias e
mata seca). Além disso, espera-se encontrar nos platds grupos com genealogia bem
estruturada e alta diversidade genética, enquanto que nas depressdes sao esperadas
genealogias pouco estruturadas com bracgos terminais longos. Da mesma maneira a hipétese
dos reflgios pode ser testada pela comparacdo da diversidade genética e assinaturas de
expansdo populacional entre areas historicamente estaveis e instaveis (Carnaval et al., 2009).
Embora cada vez mais investigados para América do Sul, ndo é possivel observar um padréao
biogeografico claro, de forma que ambos os eventos do Pleistoceno e Plioceno teriam
contribuido para diversidade e distribuicdo das espécies atuais no Cerrado (Rull, 2011,

Turchetto-Zolet et al., 2013).

A busca de padrdes espaciais de distribuicdo das linhagens genealdgicas pode ser
feita por meio da filogeografia, analisando as relacdes a nivel inter e intraespecifico e pela
paleomodelagem como meio de identificar areas com condicdes provaveis para ocorréncia
da espécie (Avise et al., 1987; Phillips et al., 2006). Cnemidophorus ocellifer ¢ um lagarto

de ampla distribuicdo no Cerrado sendo um 6timo modelo na avaliacdo das hipdteses de
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diversificagdo existentes para o dominio. Entretanto, sua histéria evolutiva ainda é pouco
esclarecida. Poucos trabalhos avaliaram a diversidade genética da biota do Cerrado
utilizando ferramentas filogeograficas. Assim o objetivo deste capitulo é testar a influéncia
dos fatores histdricos sobre a diversificagdo genética de Cnemidophorus no Cerrado e
identificar possiveis padroes empregando a modelagem da distribui¢do potencial das

espécies no passado.

MATERIAIS E METODOS

FILOGENIA E DATACAO MOLECULAR

Duas espécies do género Cnemidophorus ocorrem no Cerrado. Estas foram validadas
pela delimitacdo de espécie baseada em coalescéncia a partir de marcadores multilocus (para
mais detalhes ver capitulo anterior). Um total de 280 amostras de tecidos de espécies do
género presentes no dominio foram selecioados da Colecdo Herpetoldgica da Universidade
de Brasilia. Apds a extracdo e sequenciamento, estimou-se o tempo de divergéncia pelo
programa *BEAST 2.0 (Bouckaert et al., 2014) na construcao da arvore de espécies, com
500 milhdes de geracdes amostrando a cada 10 mil com base na abordagem bayesiana do
relégio molecular relaxado e modelo de especiacdo de Yule. A arvore foi gerada para
estimar o tempo de divergéncia entre as duas espécies do Cerrado e o clado do litoral.
Utilizamos a taxa de substitui¢do para os genes mitocondriais de 0,65% de mudancas por
milhdes de anos de acordo com Macey et al. (1998) e um desvio padrdo de 0,0025. Para 0s

genes nucleares foi utilizado o prior gama padrdo com um desvio padrdo médio de 0,5.

MODELAGEM DE DISTRIBUIGCAO
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Dados sobre as coordenadas geograficas foram obtidas diretamente da Cole¢édo
Herpetoldgica da Universidade de Brasilia, visto que os exemplares utilizados foram
coletados pela instituicdo em expedicdes realizadas até o primeiro semestre de 2013. Para
avaliar os padrdes historicos foram modelados mapas de distribuicdo potencial da espécie no
passado e presente, utilizando o algoritmo de maxima entropia MAXENT (Phillips et al.,
2006). Para edi¢do dos modelos, utilizamos nove variaveis climéticas ndo correlacionadas do
WorldClim (Hijmans et al., 2005) e altitude (para mais detalhes ver Santos et al., 2014). Para
modelagem do passado utilizados dados paleoclimaticos para o ultimo interglacial (UIG) de
Otto-Bliesner et al. (2006) e para o ultima maxima glacial (UMG) e holoceno médio (HM) a
partir do ECHAMS3 modelo atmosférico de circulacdo geral (GCM) (DKRZ, 1993).
Elaboramos um mapa de presenca e auséncia com base nos valores de probabilidade de
ocorréncia da espécie de todos 0os modelos sobrepostos, visando a identificacdo de possiveis
areas de estabilidade para cada espécie. Individuos presentes em areas com apenas um ou
nenhum modelo sobreposto foram identificados como pertencentes a areas de instabilidade

enquanto que individuos sob os quatro modelos foram considerado de areas estaveis.

EFEITO DA ALTITUDE

Trabalhos de descricéo e distribuicdo das espécies de Cnemidophorus no Cerrado
relatam sua ocorréncia predominantemente em regides de depressao, ou seja, areas de
altitude abaixo de 500 metros (Cardoso Da Silva e Bates, 2002; Colli et al., 2003, 2009;
Nogueira, 2006). Assim, para investigar o efeito da altitude na estrutura genética das
populacdes tracamos a elevacdo na arvore Bayesiana dos haplétipos como caracteristica
binaria (acima e abaixo de 500 metros), usando maxima verossimilhanca para estimar o

estado ancestral no Mesquite 3.03 (Maddison e Maddison, 2015). As altitudes foram
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extraidas a partir das coordenadas geogréaficas das localidades pelo programa Google Earth

(Google, 2015).

MARCAS DE EXPANSAO POPULACIONAL

Utilizando as sequéncias dos genes mitocondriais foram realizados testes estatisticos
de neutralidade Fu’s Fs (Fu, 1997) e R, (Ramos-Onsins e Rozas, 2002) para verificar
possiveis sinais genéticos de expansdo populacional. A estatistica Fs de Fu (Fu, 1997) é um
indicador sensivel de expansao populacional que baseia-se na probabilidade de observar em
uma populacdo em equilibrio mais hapl6tipos do que 0s que observamos na populagdo, com

base no valor estimado ©. Valores negativos indicam um excesso de alelos como seria

esperado devido a uma expansdo populacional recente. A estatistica R2 (Ramos-Onsins e
Rozas, 2002) baseia-se na diferenca entre o numero de singletons e 0 namero médio de
diferencas entre sequéncias. Valores muito baixos indicam expansao populacional recente.
As andlises foram feitas para localidades com nimero superior a cinco individuos.
Posteriormente, foi feita uma comparagdo da diversidade genética pelo programa DnaSP 5
(Librado e Rozas 2009). A partir das analises populacionais testamos as premissas de dois
cenarios: areas de instabilidade versus areas de estabilidade e platés versus depressoes.
Desta maneira, platés apresentariam maiores niveis de diversidade nucleotidica quando
comparados a populaces em &reas de depressdes, enquanto que areas estaveis (refugios)
teriam maior diversidade genética do que areas instaveis e apresentariam assinaturas

moleculares de expansdo populacional recente.

RESULTADOS
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595 A divergéncia entre as duas espécies do Cerrado foi estimada em torno de 0,95

596  milhGes de anos atrés, durante o Pleistoceno. J& a divergéncia do clado formado pelas

597  espécies do Cerrado com o clado do litoral, ocorreu no final do Plioceno, ha

598 aproximadamente 3,17 maa (Figura 4). Na modelagem da distribuig&o no passado para todos
599  os modelos gerados, os valores da area sob a curva (AUC) foram maiores que o valor

600 aleatorio de 0,5 e que os 0,75 considerados como limite para valores bons e aceitaveis de
601  desempenho do modelo em classificar de forma correta a presenca da espécie (Elith et al.,
602 2006). Para a espécie candidata 1, observamos uma provavel expansdo durante o Ultimo

603 interglacial (130ka) (Figura 5). Ja para a espécie candidata 2, no mesmo periodo, ocorreu
604  uma contracdo, com expansao no Ultimo maximo glacial (21Ka) (Figura 6). No mapa de
605  sobreposicdo dos modelos, para a modelagem da espécie candita 1, observamos que as

606 localidades de Barra do Gargas, Carolina, Colinas do Tocantins, Nossa Senhora do

607  Livramento e Novo Santo Antonio, estdo em areas em que um ou nenhum modelo esta

608  presente enquanto que para espécie candidata 2 sdo as localidades de Buritizeiro, Caseara,
609 Cristalina e Paracatu. As localidades consideradas estaveis pelo modelo sdo Barreiras,

610 Cocos, Peixe, Ponte Alta do Tocantins Queréncia, Mateiros e Natividade para a espécie

611 candidata 1 e para a espécie candidata 2 Alto Paraiso de Goias, Brasilia, Colinas do Sul,

612  Minacu e Pirenopolis. A arvore de altitude indica uma tendéncia em que a espécie candidata
613 1 estaria associada a altitudes inferiores a 500m, engquanto a espécie candidata 2 em sua

614  maioria estaria relacionada a altitudes maiores que 500 metros (Figura 7).

615 Para a maioria das populacgdes, os testes estatisticos Fs de Fu e R2 ndo foram

616  significativos (Tabela 4). Quatro localidades tiveram resultados significativos: Colinas do
617  Sul (espécie candidata 2), Ibotirama (espécie candidatal), Mateiros (espécie candidata 1) e
618  Paracatu (espécie candidata 2), sendo que para esta ultima, o resultado dos dois testes foi

619 significativo. As localidades com maior diversidade nucleotidica foram Palmas (espécie
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candidata 2) e Peixe (espécie candidata 1), enquanto que as com menor diversidade foram
Novo Santo Ant6nio (espécie candidata 1) e Palmas (espécie candidata 1). As localidades de
Mateiros (espécie candidata 1) e Colinas do Sul (espécie candidata 2), ambas em areas
estaveis e de platd, apresentaram maior diversidade haplotipica, com nimero amostral de 24
e 12, respectivamente (Tabela 4). Ao contrario do esperado, marcas de expansdo
populacional recente foram encontradas em areas preditas estaveis (Colinas do Sul e

Mateiros) e em platds (Colinas do Sul, Mateiros e Paracatu).

DiscuUssAO

O evento de divergéncia entre a espécie do litoral e as duas espécies presentes no
Cerrado aconteceu no final do Plioceno, na transi¢ao Plioceno — Pleistoceno. J& o evento de
divergéncia entre as duas espécies do Cerrado seria mais recente, ocorrendo no Pleistoceno.
Dados semelhantes foram encontrados para outros grupos presentes no Cerrado. Estimativa
do tempo de divergéncia para o complexo de plantas Pilosocereus aurisetus indicam
semelhante diferenciacéo para o clado, iniciando no final do Plioceno e divergéncias mais

recentes, dentro dos grupos, ocorrendo no meio do Pleistoceno (Bonatelli et al., 2014).

Na construcdo dos modelos de distribuicdo potencial para o passado encontramos
probabilidades diferentes entre as duas espécies, sendo que a espécie candidata 1 teria
probabilidade maior de distribuicio no Ultimo Interglacial (LIG) enquanto que a espécie
candidata 2, no mesmo periodo teria a menor probabilidade de distribuicdo, com a formagéo
de duas areas disjuntas ao centro e mais sudeste da distribuicdo. O padréo da espécie
candidata 1 € coincidente com um padrao de areas estaveis amplamente distribuias durante o
LIG (e.g. Werneck et al., 2012; Santos et al., 2014). O centro da sua distribuicdo modelada

n&o sofreu muita alteracio entre os diferentes periodos (Ultimo Maximo Glacial - LGM —
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até o presente). Sob um clima mais quente e imido (LIG), a probabilidade de ocorréncia da
distribuicéo era mais ampla, com conexdo entre uma area ao sudoeste que estaria isolada da
parte central durante outras épocas (Figura 5). Por outro lado, para a espécie candidata 2 a
area modelada resultou em uma distribui¢do fragmentada em &reas centro-sul e sudeste
durante o LIG, expandindo-se apés o LGM (Figura 6). Um padrdo semelhante de expanséo
em épocas mais frias foi relatado para o complexo Pilosocereus aurisetus no Cerrado, com
area de distribuicdo modelada ampla e conectada durante LGM (Bonatelli et al., 2014). Este
complexo sofreu fragmentacdo durante periodos mais quentes (LIG e presente) tanto nas

abordagens ampla e restrita da distribuicdo atual das espécies do complexo.

Além de um padrdo distinto da distribuicdo modelada, as duas espécies candidatas de
Cnemidophorus do Cerrado parecem ter uma tendéncia desigual em relacédo a altitude, com a
maioria (68%) dos individuos da espécie candidata 1 ocorrendo em areas inferiores a 500m
(depressdes), enquanto que a espécie candidata 2 em sua maioria (66%) ocorre em areas
superiores a 500m (platds). Localidades com as maiores altitudes (1101m e 1268m) séo
habitadas por individuos da espécie candidata 2. A arvore tracada da altitude elucida tal
padrdo a partir da reconstrucdo do carater ancestral. A relacdoda altitude pode estar um
pouco mascarada devido a utilizacdo de coordenadas geogréaficas de centroides municipais,
que inflaria as altitudes, principalmente nagueles com altitudes proximas ao limiar de 500
metros. Embora algumas localidades discordem da premissa de menor diversidade em areas
de depressao, deve-se levar em consideracdo que Cnemidophorus ocellife, C. mumbuca e C.
jalapensis foram descritos como ocorrendo em baixas altitudes. No entanto, novas espécies
descritas para complexo em 2014 possuem ocorréncia em areas de platds acima de 1000
metros (e.g. Arias et al., 2014b), semelhante a algumas localidades de ocorréncia para

individuos da espécie candidata 2.
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Das 33 populagdes analisadas, apenas 14 possuiam nimero amostral superior a cinco
individuos e dessas apenas quatro localidades tiveram resultados significativos para os testes
de neutralidade. No entanto, apresentam marcas de expansao contrarias as esperadas pelas
premissas em areas estaveis e de platd (Tabela 4). As localidades de Peixe (espécie
candidata 1), Mateiros (espéciel) e Alto Paraiso de Goias (espécie candidata 2), possuem
alta diversidade nucleotidica e estdo em areas de sobreposicéo das distribuicdes modelada
das espécies. Esta area de sobreposicdo assemelha-se ao padrdo do reflgio de Serra Geral de
Goias (SGGR) proposto por Werneck et al. (2012b). Também coincide entre clados de
Gracilinanus agilis (Centro-Oeste e Nordeste) como uma possivel barreira definida pelo
programa Geneland para esta area (Faria et al., 2013). O platd da Serra Geral, foi
considerado uma &rea centro de endemismo para répteis Squamata (Nogueira et al., 2011).
Em trabalho realizado com a espécie Gymnodactylus amarali, trés de oito clados candidatos
a especie encontrados apresentaram um padréo de distribuicdo de maior amplitude latitudinal
do que longitudinal (Domingos et al., 2014), semelhante as areas de contato entre as duas
espécies do Cerrado. A espécie candidata 2 apresenta maior amplitude latitudinal do que
longitudinal e a espécie candidata 1, embora mais amplamente distribuida pelo Cerrado, tem
ocorréncia em localidades adjacentes a espécie candidata 2. Para a espécie endémica de
lagarto Micrablepharus atticolus também néo foi encontrado suporte para a hipotese dos
platds versus depressdes (Santos et al., 2014). Os autores ndo corroboraram a hipétese de
estabilidade versus instabilidade e centro versus periferia (ndo testada para nossos dados),
encontrando sinais de expansdo em uma area estavel, de platd e centro da distribuicdo da
espécie, devido provavelmente a consecutivas ocupacfes. Mesmo que as premissas das
hipbteses “platd versus depressdes” e de “areas estaveis versus instaveis” nao puderam ser
corroboradas por falta de resultados significativos, localidades com alta diversidade

nucleotidica (Mateiros, Peixe, Alto Paraiso de Goias e Brasilia) estdo em areas preditas
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estaveis, sendo que apenas Peixe estd em uma area predita como depressdo. Assim,
diferentes eventos histéricos podem ter uma maior influéncia no padréo de distribuicdo das

espécies de Cnemidophorus para o Cerrado.

Outro padrédo que pode ser inferido esta na arvore concatenada dos haplotipos gerada
no capitulo 1 (Figura 1), na qual clados monofiléticos de localidades da espécie candidata 1
assemelham-se as areas CW, C&SE e N&NE das provincias fitogeograficas propostas por
Ratter et al. (2003), padrdo semelhante também relatado por Novaes et al. (2013). Multiplos
padrdes podem ser responsaveis pela diversificacdo da herpetofauna do Cerrado conforme
relatados em diversos trabalhos (e.g. Gamble et al., 2007; Garda e Cannatella, 2007;
Werneck et al., 2009, 2012b; Prado et al., 2012; Domingos et al., 2014; Santos et al., 2014).
Organismos relacionados a ambientes xéricos apresentam respostas variaveis as oscilacées
climaticas e por isso estudos filogeograficos comparativos em uma escala menor (e.g.
Cerrado), sdo de extrema importancia na tentativa de identificacdo de reflgios e zonas de
contato (Turchetto-Zolet et al., 2013). De acordo com o tempo de divergéncia estimado, as
flutuacGes climaticas do Quaternario teriam importancia na especiacdo de Cnemidophorus
no Cerrado, enquanto que os fatores mais antigos (do Plioceno) poderiam ter influenciado na
primeira divergéncia entre as espécies do litoral. Coincidente com o término do Plioceno
ocorreu o soerguimento do Planalto Central Brasileiro e a primeira divergéncia dentro de
Micrablepharus atticolus no Cerrado (Santos et al., 2014). Para as espécies candidatas
dentro do complexo Gymnodactylus amarali a divergéncia mais antiga dos clados é estimada
em 5 m.a.a. (Plioceno) e divergéncias mais recentes (entre os clados B, E, F, G e H)
ocorreram no Pleistoceno. Assim acreditamos que para as duas potenciais espécies de
Cnemidophorus no Cerrado, uma combinacdo de fatores foi responsavel pela diversificacdo
entre elas. Primeiramente, a fragmentacédo da paisagem em areas de platds e depressdes

durante a transicdo Plioceno — Pleistoceno, o qual interrompeu o intercdmbio entre as
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paisagens. Em seguida, eventos mais recentes como flutuagdes climaticas do Quaternario nas
distribuicbes fragmentadas em areas de platd e depressao teriam agido na diversificacdo das

espécies no Cerrado durante o Pleistoceno.

Os padrdes de diversificagdo encontrados para o género apontam eventos mais
recentes como mais importantes na diversificacdo das espécies de Cnemidophorus do
Cerrado, diferindo da maioria dos relatas para a herpetofauna do dominio. O tempo de
divergéncia entre os clados do litoral e Cerrado é concordante com o fim do soerguimento do
Planalto Central, e, possivelmente apds, com a formacéo de platds e depressdes a
heterogeneidade topografica gerada e oscilacGes climaticas no Quaternario agiriam na
diversificagdo das duas espécies canditadas do Cerrado. Ainda, a semelhanga entre a
distribuicdo dos clados da arvore de haplétipos para a espécie candidata 1le o padrdo
fitogeogréfico das espécies do Cerrado indica que outros fatores teriam influenciado a
distribuicdo das espécies. Considerando que as espécies de Cnemidophorus que ocorrem no
dominio sdo endémicas, seus estudos auxiliam na caracterizacao dos processos relacionados
a eventos historicos na formacao deste dominio e podem auxiliar em estudos biogeogréaficos

futuros a fim de elucidar o padrao de distribuicdo da biota do Cerrado.
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TABELAS

Tabela 4. Analises das sequéncias mitocondriais de cada localidade para os testes de

expansdo populacional e as medidas de diversidade genética (* P < 0.05; ** P < 0.01; +um

modelo, ++ dois modelos, +++ modelos).

. . Instavel/ Plat6/
Localidade n S h Hd Pi Fs R2 Estavel Depressio
14 14 3 0,582 0.003 3,6562 0,2239 D 3
Alvorada do ’ 05 ’ ' A epressao
Norte
8 6 5 0,786 0.001 -1,5431 0,1214** ++ Depressdo
Ibotirama 84
5 1 2 04 0,000 0,0902 0,40 +++ Depressdo
Palmas spl 44
10 28 7 0,911 0014 1,5880 0,2254 +++ Depressdo
Palmas sp2 90
12 16 7 0,773 0.004 -0,5167 0,1141 +++ Depressao
Parana 54
16 21 8 0,875 0,005 0,0111  0,1212 D a
Ribeirdo ’ 48 —h ' T epressao
Cascalheira
0,012 . «
24 41 20 0,975 -6,355*  0,1233 Estavel Depressao
Mateiros 20
0,017 . <
5 33 4 09 2,3552 0,1973 Estavel Depressao
Peixe 35
4
11 20 6 0,8 0.00 0,1466 0,1994 Instavel Depressao
Carolina 37
10 4 4 0,644 0.001 0,9712  0,1661 Instavel D a
Novo Santo : 06 -0, : nstave epressao
Antbnio
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Brasilia

Colinas do Sul

Cristalina

Paracatu

12

12

10

16

8

0,60

0,924

0,667

0,788

0,001
89

0,003
03

0,008
52

0,001
15

0,6877

-2,9405*

4,8544

-1,7865*

0,2925

0,1264

0,2411

0,1289*

Estavel

Estavel

Instavel

Instavel

Plato

Plato

Plato

Plato
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 4. Arvore bayesiana multilocus das espécies com 10 milhdes de geracdes estimadas
pelo programa *Beast baseada no relégio molecular relaxado. As barras indicam média do

tempo de divergéncia + desvio padréo.

Figura 5. Modelagem potencial para a espécie candidata 1 gerada pelo programa Maxent.
Modelagem para o presente (A), Holoceno médio (B), Ultimo Maximo Glacial (C). As cores

quentes indicam maior probabilidade de ocorréncia. Mapa de sobreposic¢do dos modelos (D).

Figura 6. Modelagem potencial para a espécie candidata 2 gerada pelo programa Maxent.
Modelagem para o presente (A), Holoceno médio (B), Ultimo Maximo Glacial (C). As cores

quentes indicam maior probabilidade de ocorréncia. Mapa de sobreposi¢do dos modelos (D).

Figura 7. Arvore de hapldtipos ap6s reconstrucéo do estado do carater (altitude) nos nds
ancestrais tracada no programa Mesquite 3.03(Maddison e Maddison, 2015) por maxima
verossimilhanca. A altitude foi considerada uma caracteristica binaria em que 0 = abaixo de
500m e 1 = acima de 500m. Estdo apresentados apenas 0s ramos com suporte superior a
80% de probabilidade. As cerquilhas (#) indicam os individuos que pertencem as espécies de

C. jalapensis e os simbolos de mais (+) os individuos de C. mumbuca.
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1037

ANEXO

Anexo 1. Tabela das localidades utilizadas para analises com coordenadas geograficas.

Estado Cidade Altitude  Longitude Latitude
Bahia Barreiras 736 -45.4884 -12.0241
Cocos 557 -45.2420 -14.5450

Conde 12 -37.6100 -11.8100

Ibotirama 425 -43.2205 -12.1852

Jaborandi 493 -46.0060 -13.9319

Muguém de Sdo Francisco 564 -43.8327 -12.1986

Salvador 8 -38.4000 -12.9000

Santa Maria da Vitdria 436 -44.1900 -13.3900

Ceara Jijoca de Jericoacoara 100 -40.4492 -2.89500
Distrito Federal Brasilia 1101 -47.7977 -15.7759
Goias Alto Paraiso 1268 -47.5233 -14.1622
Alvorada do Norte 490 -46.4922 -14.4808

Colinas do Sul 527 -48.0921 -13.9903

Cristalina 960 -47.5151 -16.7030

Flores de Goias 486 -46.8587 -14.5858

Minacu 428 -48.3974 -13.4957

Pirenopolis 799 -49.0110 -15.8259
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Maranhéo

Mato Grosso

Minas Gerais

Paraiba

Tocantins

Carolina

Barra do Garcas

Nossa Senhora do Livramento

Nova Xavantina

Novo Santo Antdnio

Queréncia
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Arinos

Buritizeiro
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Paracatu
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Colinas do Tocantins
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-47.2550

-52.5000

-56.6000

-52.3531

-50.9167

-52.370

-51.820

-46.1056

-45.1769

-43.9960

-46.8718

-35.2000

-49.8429

-48.4750

-46.4127

-47.6000

-48.1085

-47.7590

-48.6005

-47.5361

-7.21983

-15.2000

-15.6000

-14.6733

-12.5803

-12.4700

-12.9400

-15.9169

-17.2808

-14.8178

-17.1087

-6.8000

-9.37229

-8.05920

-10.7022

-11.7000

-10.1891

-12.7530

-12.0350

-10.7439
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1039  Anexo 2. Rede de haplétipos dos genes mitocondriais indicando cada haplétipo. A cores referem-se

1040  aos grupos delimitados no BAPS.
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1041  Anexo 3. Tabela demonstrativa dos hapldtipos para os genes mitocondriais identificando as

1042 localidades as quais pertencem.

Haplétipos Localidades

HO1 Muquém de Sao Francisco, Santa Maria da Vitéria
HO02 Ribeirdo Cascalheira
HO3 Cristalina, Paracatu
HO4 Jijoca de Jericoacoara
HO5 Salvador

HO6 Conde

HO7 Brasilia

HO8 Brasilia

HO9 Mamanguape

H10 Alto Paraiso de Goias
H11 Colinas do Sul

H12 Flores de Goias

H13 Alto Paraiso de Goias
H14 Peixe

H15 Minagu

H16 Colinas do Sul

H17 Palmas

H18 Palmas

H19 Caseara

H20 Palmas

H21 Colinas do Sul

H22 Buritizeiro

H23 Parana

H24 Alto Paraiso de Goias
H25 Flores de Goias

H26 Brasilia

H27 Brasilia

H28 Paracatu

H29 Paracatu

H30 Cristalina

H31 Pirendpolis

H32 Ponte Alta do Tocantins
H33 Queréncia

H34 Ribeirdo Cascalheira
H35 Mateiros

H36 Ponte Alta do Tocantins
H37 Mateiros

H38 Peixes

H39 Natividade

H40 Novo Santo AntOnio

H41 Barra do Gargas



1043

H42
H43
H44
H45
H46
H47
H48
H49
H50
H51
H52
H53
H54
H55
H56
H57
H58
H59
H60
H61

Nova Xavantina

Nova Xavantina

Nossa Senhora do Livramento
Barreira

Muquém de Sao Francisco
Ibotirama

Ibotirama

Manga

Jaborandi

Cocos

Alvorada

Arinos

Alvorada

Cocos

Cocos

Carolina

Carolina

Colinas do Tocantins
Mateiros

Mateiros

55



1044  Anexo 4. Rede de haplétipos do gene RP40 indicando cada haplétipo. A cores referem-se aos

1045  grupos delimitados no BAPS.
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1046  Anexo 5. Tabela demonstrativa dos hapldtipos para o gene RP40 identificando as localidades

1047  as quais pertencem.

Haplétipos Localidades
Jijoca de Jericoacoara, Salvador, Carolina, Mamanguape, Jaborandi, Brasilia,

HO1

Conde
Minacu, Colinas do Sul, Paracatu, Mateiros, Alvorada, Arinos, Ponte Alta do

HO2 Tocantins, Buritizeiro, Cocos, Carolina, Manga, Alto Paraiso de Goids, Barra
do Gargas.

HO3 Mateiros, Nossa Senhora do Livramento,

HO4 Brasilia, Cristalina, Pirendpolis

HOS Colinas do Sul, Paran3, Flores de Goias, Alto Paraiso de Goids, Colinas do Sul,
Natividade

HO6 Barreira, Muquém de Sao Francisco, Santa Maria da Vitdria

HO7 Ibotirama

HO8 Palmas, Caseara

HO9 Cocos

H10 Paracatu

H11 Colinas do Tocantins

H12 Novo Santo Antonio

H13 Peixes

H14 Ribeirdo Cascalheira

H15 Flores de Goias
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1049  Anexo 6. Rede de haploétipos do gene NKTR indicando cada haplétipo. A cores referem-se aos

grupos delimitados no BAPS.
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1050  Anexo 7 Tabela demonstrativa dos haplétipos para o gene NKTR identificando as

1051  localidades as quais pertencem.

Haplotipos Localidades

HO1 Jijoca de Jericoacoara, Salvador, Mamanguape, Jaborandi, Brasilia, Conde
Minacu, Palmas, Colinas do Sul, Alto Paraiso de Goias, Colinas do Sul, Nova

HO2 Xavantina, Peixe

HO3 Paracatu, Buritizeiro

HO4 Cocos

HO5 Ribeirdo Cascalheira, Queréncia,
HO6 Cristalina, Brasilia

HO7 Parana, Alto Paraiso de Goias
HO8 Peixe, Natividade

HO9 Mateiros

H10 Nova Xavantina, Barra do Gargas
H11 Alvorada

H12 Colinas do Tocantins

H13 Nossa Senhora do Livramento
H14 Muquém de Sao Francisco
H15 Pirendpolis

H16 Flores de Goias

H17 Flores de Goids

H18 Novo Santo Antonio

H19 Caseara

H20 Palmas

H21 Ponte Alta do Tocantins

H22 Ponte Alta do Tocantins

H23 Mateiros

H24 Mateiros

H25 Muquém de Sado Francisco
H26 Santa Maria da Vitdria

H27 Santa Maria da Vitdria

H28 Ibotirama

H29 Ibotirama

H30 Carolina

H31 Arinos

H32 Carolina

H33 Manga

H34 Barreiras
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